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“Depois de algum tempo, vocé aprende...

Que néo se deve comparar com o0s outros, mas com o melhor que pode ser;

Que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser, e que o tempo é curto;
Aprende que n&o importa onde ja chegou, mas onde esta indo;

E vocé aprende que realmente pode suportar... que realmente é forte, e que pode ir muito
mais longe depois de pensar que ndo se pode mais.

E que realmente a vida tem valor e que vocé tem valor diante da vida!"

(Willian Shakespeare)
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RESUMO

O uso de bactérias como veiculos para a entrega de plasmideos vacinais pela rota oral
constitui uma estratégia de vacinagao promissora contra diversas doengas infecciosas. Para
isto, bactérias patogénicas atenuadas como Shigella, Listeria e Salmonella vém sendo
utilizadas, ainda que as mesmas apresentem risco de reversao ao seu fendtipo selvagem.
Sendo assim, a utilizagdo de bactérias ndo patogénicas poderia constituir uma alternativa
mais segura para este propésito. Lactococcus lactis € uma bactéria lactica modelo
considerada GRAS (“Generally Recognized As Safe”) que vem sendo extensivamente
utilizada para a producgédo e entrega de antigenos e citocinas ao nivel de mucosas. Assim, L.
lactis pode representar uma alternativa para a entrega de plasmideos vacinais em relagao
aos patogenos atenuados, ainda que o mesmo ndo tenha capacidade invasiva. Neste
contexto, foram construidas linhagens de L. lactis invasivas (L. lactis FnBPA, Innocentin et
al., 2009) e também um plasmideo replicativo em L. lactis, contendo um cassete de
expressao eucariotica (pValac, Guimaraes et al., 2009). Assim, a utilizagao de uma linhagem
invasiva de L. lactis contendo o vetor pValac para a expressado eucariotica do antigeno
ESAT-6 (“6-kDa Early Secreted Antigenic Target”) de Mycobacterium tuberculosis, pode vir a
ser uma nova estratégia para o controle da tuberculose; uma doenca infecto-contagiosa que
atinge 1/3 da populacédo mundial na forma latente. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo a construcdo do plasmideo vacinal pValac:ESAT-6 e verificacdo de sua
funcionalidade, in vitro, assim como a clonagem na linhagem invasiva de L. lactis para sua
utilizagdo como uma via de entrega oral de vacinas génicas. A sequéncia codificadora de
ESAT-6 foi isolada por PCR a partir do DNA genémico de M. tuberculosis linhagem H37Rv
para clonagem no vetor Zero Blunt® TOPO® e posteriormente no vetor pValac. A
construcao final, pValac:ESAT-6, foi primeiramente obtida em Escherichia coli TG1. Para a
avaliacdo da funcionalidade do plasmideo, células da linhagem CHO (“Chinese Hamster
Ovary”) foram transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6 e a expressao de ESAT-6 foi
avaliada por RT-PCR, Western blotting e Imunocitoquimica, sendo, a funcionalidade do
plasmideo pValac:ESAT-6, assim confirmada. Por fim, o plasmideo pValac:ESAT-6 foi
transformado na linhagem invasiva de L. lactis, gerando a linhagem L. lactis
FnBPA(pValac:ESAT-6). Enfim, este trabalho constitui um primeiro passo rumo a validagao
da eficacia e efetividade de novas vacinas génicas baseadas em bactérias lacticas
geneticamente modificadas, por via de administragdo oral em mucosas; 0 que também
podera fornecer informacdes valiosas para a pesquisa e o desenvolvimento de vacinas

contra outros patégenos.



ABSTRACT

The use of bacteria as vehicles for the delivery of vaccine plasmids by oral route constitutes
a promising strategy for vaccination against various infectious diseases. Attenuated
pathogenic bacteria such as Shigella, Listeria and Salmonella have been widely used for
such purposes, although presenting potential risk to revert into their wild-type phenotype. In
this regard, the use of non-pathogenic bacteria, such as lactic acid bacteria (LAB),
constitutes a more attractive and safe alternative. Lactococcus lactis, which belongs to the
LAB group, obtained the GRAS (Generally Recognized As Safe) status due to their lack of
pathogenicity and has been extensively used for the production and delivery of antigens and
cytokines to the mucosal level. As such, L. lactis represents an alternative to attenuated
pathogenic bacteria for the delivery of vaccine plasmids although not having invasive
capacity; hence, invasive L. lactis strains (L. lactis FnBPA, Innocentin et al., 2009) as well as
a plasmid that replicates in L. lactis and contains a eukaryotic expression cassette (pValac,
Guimaraes et al., 2009) were constructed. It is therefore believed that the use of invasive L.
lactis containing the pValac vector, for eukaryotic expression of the ESAT-6 antigen (6-kDa
Early Secreted Antigenic Target) of Mycobacterium tuberculosis, could represent a new
strategy for controlling Tuberculosis, an infectious disease that affects, in latent form, 1/3 of
the worlds population. Thus, the goal of this project was to construct the plasmid vaccine
pValac:ESAT-6, verify its functionality in vitro, its cloning capacity into the invasive strain of L.
lactis and its use as delivery vehicle of an oral DNA vaccine. For this purpose, the coding
sequence of ESAT-6 was isolated by PCR from the genomic DNA of M. tuberculosis strain
H37Ryv, cloned into the vector Zero Blunt ® TOPO ® and subsequently into pValac. The final
construct pValac:ESAT-6 was first obtained in Escherichia coli TG1. In order to evaluate the
functionality of the plasmid, CHO (Chinese Hamster Ovary) cell lines were transfected with
the plasmid pValac:ESAT-6 and the ESAT-6 expression evaluated by RT-PCR, Western
blotting and immunocytochemistry; in doing so, the functionality of the pValac:ESAT-6
plasmid was confirmed. Finally, the plasmid pValac:ESAT-6 was transformed into the
invasive strain of L. lactis generating the strain L. /actis FnBPA(pValac:ESAT-6). This work
constitutes a first step towards validation of the efficiency and effectiveness of a new genetic
vaccine based on genetically modified LAB and oral administration through mucous
membranes, which may provide valuable information for research and for the development of

vaccines against other pathogens.
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1.2 Introducao Geral

Diversos agentes infecciosos invadem o hospedeiro através da superficie de
mucosas para causar doengas, sendo que a microbiota do trato gastrointestinal atua como
um estimulo primario para a ativagéo do sistema imune de mucosas (Deplancke e Gaskins,
2002; Macfarlane e Cummings, 2002). Assim, o uso de bactérias como veiculo para a
entrega de plasmideos vacinais pela rota oral constitui uma estratégia de vacinagéo
promissora contra um largo espectro de doencas infecciosas (Schoen et al., 2004).
Bactérias patogénicas atenuadas tais como Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenesis e Salmonella enterica sorovar Typhimurium tém sido utilizadas para a
entrega de vetores de expressao eucariética em células de mamiferos (Daudel et al., 2007).
Ap6s essas bactérias invadirem as células epiteliais e serem fagocitadas, o plasmideo
consegue escapar da vesicula podendo, assim, alcangar o nucleo da célula hospedeira,
resultando na expressao da ORF (“Open Read Frame”) de interesse e posterior
apresentagdo antigénica (Grillot-Courvalin et al.,, 1999). Contudo, esses organismos
apresentam riscos de reversdo ao seu fendtipo selvagem, ou seja, podem voltar a ser
patogénicos, ndo sendo assim totalmente seguros para uso humano, especialmente em
criangas e pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002). Tal situagdo poderia ser
contornada pela utilizagdo de bactérias ndo patogénicas.

Neste contexto, o uso de Bactérias Lacticas (BL) como veiculo para a entrega de
plasmideos vacinais representaria uma alternativa atrativa em relagdo a patégenos
atenuados (Wells e Mercenier, 2008). As BL constituem um diverso grupo de
microrganismos Gram-positivos capazes de converter agucares em acido latico. Dentre os
representantes deste grupo de bactérias, Lactococcus lactis € a espécie mais bem
caracterizada e figura como um microrganismo modelo no estudo das mesmas; n&o so pela
sua importancia econémica, como na industria de laticinios, mas também devido ao fato de
ser um microrganismo de facil manipulagéo, ser considerada segura (“GRAS” - “Generally
Recognized As Safe”), ter o seu genoma completamente sequienciado e possuir um grande
numero de ferramentas genéticas ja desenvolvidas (Azevedo e Miyoshi, 2004; Bahey-EI-Din
e Gahan, 2010a). Moléculas heterélogas de interesse biotecnolégico vém sendo
intensamente produzidas em L. lactis (Wells e Mercenier, 2008). Dessa maneira, o uso de L.
lactis como um veiculo para a entrega de plasmideos vacinais é bastante promissor.

Para isto, uma linhagem recombinante de L. /actis, expressando a proteina de
ligacao Fibronectina A (FnBPA) de Staphyloccocus aureus (Que et al., 2001), foi construida

e testada com o objetivo de melhorar e facilitar a entrega do DNA a células de mamiferos
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(Innocentin et al., 2009). FNBPA medeia a ades&o da bactéria ao tecido hospedeiro e sua
entrada em células nao fagociticas (Sinha et al., 2000). Foi demonstrado que L. lactis
expressando FnBPA foi capaz de entregar um plasmideo de expressao eucarittica funcional
a linhagem celular Caco-2 (Innocentin et al, 2009). Além disso, um novo plasmideo,
chamado pValac (Vaccination using Lactic acid bacteria), de 3.742 pb foi construido. O
pValac foi formado pela fusdo do (i) promotor do citomegalovirus (pCMV) que permite a
expressao do antigeno em células eucaridticas, (ii) sitio de clonagem multipla, (iii) sequéncia
sinal de poliadenilagdo do Hormonio Bovino de Crescimento (BGH poli-A) para estabilizar o
transcrito de RNA mensageiro, (iii) origens de replicacdo que permitem a propagagédo do
plasmideo tanto em Escherichia coli quanto em L. lactis, e (iv) um gene de resisténcia ao
cloranfenicol para a sele¢ao das linhagens recombinantes (Guimaraes et al., 2009).

Desta forma, a utilizagdo de linhagens de L. /actis invasivas para a entrega do vetor
de expressao eucariotica pValac expressando um antigeno de interesse poderia representar
uma nova estratégia para o controle de doencas infecciosas, como, por exemplo, a
tuberculose.

A Tuberculose (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis, € uma doenga infecto-
contagiosa que atinge um tergco da populagdo mundial na sua forma latente, fato que torna
esta doenca um dos principais problemas sociais, econdmicos e de saude publica no mundo
(Lugo e Bewley, 2008). O tratamento da TB consiste na administragcdo de multiplos
antibioticos durante um periodo de tempo prolongado, que geralmente ndo € seguido pelos
pacientes, contribuindo para o surgimento de linhagens multidrogas resistentes, tornando
esta medida pouco eficaz. Além da quimioterapia convencional, a doenca pode ser
controlada utilizando-se a BCG (Bacillus Calmette-Guérin), Unica vacina disponivel para uso
clinico. Verificou-se que esta vacina € capaz de proteger criangas contra as formas mais
severas da TB (Trunz et al., 2006; Liu et al., 2009). Entretanto, embora que a BCG venha
sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros paises, a eficacia da mesma permanece
controversa. A eficacia da vacina contra a TB pulmonar em pacientes adolescentes e
adultos varia de 0 a 80%, dependendo da populacdo estudada (Brewer, 2000; Britton e
Palendira, 2003; Liu et al., 2009). Dessa maneira, estratégias para o desenvolvimento de
novas vacinas mais eficazes e economicamente viaveis tém sido alvo de intensa
investigagao.

As proteinas secretadas por M. tuberculosis nos primeiros estagios de infecgdo sao
consideradas alvos para a obtengdo de antigenos candidatos a vacinas, pois,
presumivelmente, elas s&o as primeiras a estabelecerem um contato com o sistema
imunolégico do hospedeiro. A familia ESAT-6 (“6-kDa Early Secreted Antigenic Target”)
agrupa pequenas proteinas secretadas por M. tuberculosis, sobretudo na fase inicial do

crescimento (Renshaw et al.,, 2002). ESAT-6 é um fator de viruléncia codificado na regiao



gendémica chamada RD-1, regido esta ausente em Mycobacterium bovis atenuado, ou seja,
na BCG (Gey van Pittius et al., 2001), mas presente em todas as linhagens virulentas de M.
tuberculosis (Harboe et al., 1996). Mais ainda, trabalhos prévios (Andersen et al., 1995;
Sorensen et al., 1995) demonstraram que ESAT-6, seja como uma vacina de subunidade ou
como uma vacina de DNA (Kamath et al., 1999; Brandt et al., 2000), é capaz de induzir a
protecao de IFN-y por células T em camundongos infectados, resultando em protecgéo.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo a construcdo do plasmideo vacinal
pValac:ESAT-6 e verificacdo de sua funcionalidade, in vitro, assim como sua clonagem na
linhagem invasiva L. lactis FnBPA; o que representa um primeiro passo rumo ao
desenvolvimento de uma nova vacina génica oral contra a TB.

Enfim, o trabalho aqui apresentado, e ainda em andamento, faz parte de uma nova
linha de pesquida que visa implementar e testar a eficacia e a efetividade de novas vacinas
génicas, baseadas no uso de BL geneticamente modificadas, por via de administracdo em
mucosas



1.3 Estrutura da dissertacao

Este manuscrito apresenta, em sua primeira se¢do, uma reviséao de literatura dividida
em trés assuntos principais: (i) as vacinas de DNA, seu mecanismo de agao e as principais
vias de entrega; (ii) as Bactérias Lacticas (BL) como veiculos para entrega de plasmideos
vacinais, especialmente no que concerne ao uso de linhagens invasivas de Lactococcus
lactis e (iii) as caracteristicas do bacilo Mycobacterium tuberculosis; a Tuberculose como
sendo uma doencga reemergente no mundo e as vacinas em desenvolvimento contra esta
doenga, especialmente utilizando-se o0 antigeno ESAT-6. Em seguida, encontram-se os
objetivos do trabalho e a metodologia utilizada para o desenvolvimento do mesmo. A seguir,
os resultados serdao apresentados e discutidos, divididos em trés partes: (i) a obtencao do
plasmideo pValac:ESAT-6; (ii) a verificagao da funcionalidade do pValac:ESAT-6 em células
eucarioticas e (iii) a clonagem do respectivo plasmideo na linhagem invasiva L. lactis
FnBPA. Por fim, as conclusdes e as perspectivas do presente trabalho serao demonstradas,

seguindo-se as Referéncias Bibliograficas.
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Il. INTRODUCAO

1.1 Vacinas de DNA

11.1.1 Histoérico das Vacinas de DNA

Muitos avangos ocorreram desde que o médico inglés Edward Jenner imunizou
James Phipps contra a variola em 1796 e criou o que, anos mais tarde, ficou conhecido
como "vacina" (Stewart e Devlin, 2006). Desde as primeiras vacinas vivas atenuadas ou
mortas até a nova era das vacinas de DNA, no inicio dos anos 1990, a biologia molecular e
microbiologia tém ajudado no controle e na profilaxia de diversas doengas infecciosas,
canceres, alergias e doengas auto-imunes, induzindo rapida e eficiente resposta imune ou
criando tolerancia imunoldgica (Ferrera et al., 2007).

Dentre as atuais formulagdes vacinais, as “vacinas de DNA” sdo as mais recentes
formas de vacina e representam uma interessante alternativa para a apresentacao de
moléculas antigénicas ao sistema imune. Elas consistem na administracdo de vetores
contendo um cassete de expressao eucarittico, responsavel por codificar o antigeno de
interesse no hospedeiro, possibilitando a geragéo de antigenos, in vivo, (Gurunathan et al.,
2000a), levando a apresentagéo deste ao sistema imune e protegao.

Os primeiros estudos que sugeriram que a injegdo de uma vacina de DNA
(“plasmideo de DNA”), in vivo, poderia levar a expressdo do antigeno e a produgéo da
proteina foram realizados por Ito (lto, 1960), demostrando que a injecao de DNA nu de
papilomavirus podia induzir tumores em coelhos. Além disso, Atanasiu e colaboradores
(Atanasiu et al., 1962) obtiveram resultados semelhantes apds a inoculagdo de hamsters
com poliomavirus, enquanto outros grupos relataram que utilizando técnicas similares
poderiam induzir midcitos cardiacos de ratos a expressar B-galactosidase recombinante
(Wolff et al., 1990; Lin et al., 1990; Kitsis et al., 1991).

No entanto, a primeira evidéncia na literatura do uso imunolégico de uma molécula
de DNA foi em 1992 por Tang et al. (Tang, DeVit e Johnston, 1992). Seus estudos mostram
que a injecdo da sequéncia codificadora do hormdnio do crescimento humano na pele de
camundongos utilizando a técnica de gene gun, foi capaz de aumentar anticorpos
especificos contra este horménio, sugerindo que o DNA poderia ser utilizado para induzir
resposta imune contra infeccbes patogénicas. Naquele ano, na Reunido Anual de Vacinas
no “Cold Spring Harbor Laboratory”, pesquisadores dao origem a uma nova era de vacinas,

com a apresentacdo de trés trabalhos reportando o uso de vacinas de DNA para
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estimulacdo da resposta imune humoral e celular contra patdégenos e tumores, in vivo. Dois
destes trabalhos demonstravam a geragao de resposta imune contra o virus influenza e um
para o virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) (Ulmer et al., 1993; Wang et al., 1993).
Posteriormente, resultados semelhantes foram obtidos apds a imunizagdo com DNA contra

o virus herpes bovino | (Cox et al., 1993) e contra o virus da raiva (Xiang et al., 1994).

11.1.2 Vantagens das vacinas de DNA

As vacinas de DNA apresentam inumeras vantagens sobre as vacinas tradicionais
em termos de seguranga, facilidade de fabricagéo, estabilidade e imugenicidade (Tabela 1).
Dentre as vantagens, as vacinas de DNA podem induzir tanto a resposta imune humoral
quanto a celular, sendo ainda seguras. Ensaios clinicos com vacinas de DNA tém
demonstrado menor incidéncia de efeitos adversos tais como vermelhiddo, dor transitoria,
inchago, febre e cefaléia (Cattamanchi et al., 2008). Além disto, as vacinas de DNA tém
ainda a vantagem de ser usadas terapeuticamente (Delavallee et al., 2008). Uma vez que
elas ndo sao capazes de induzir auto-imunidade ao plasmideo vacinal, como é o caso de
vacinas recombinantes, teoricamente as vacinas de DNA poderiam ser utilizadas como
reforgo ilimitadamente; o que poderia ser especialmente util no campo de desenvolvimento
de vacinas contra o cancer, que dependem de repetidos refor¢cos de respostas de células T
aos antigenos tumorais.

Uma outra vantagem das vacinas de DNA é que elas, diferentemente das vacinas
vivas e de subunidade, sdo altamente estaveis e nao requerem refrigeracado. Portanto, as
vacinas de DNA podem ser mais praticas para o uso em paises em desenvolvimento. Além
disto, devido a sua estrutura simples, modificagdes na construgdo do plasmideo vacinal
podem ser feitas em um curto periodo de tempo. Uma vez que as vacinas de DNA podem
também ser facilmente replicadas e amplificadas em bactérias, permiti-se uma producéao
barata, em larga escala e em um curto periodo de tempo (Kutzler e Weiner, 2008), nédo
havendo necessidadade de produgao e purificagdo do antigeno individual (Wolff et al.,
1990).
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Tabela 1: Vantagens na utilizagdo das vacinas de DNA (adaptado de Kutzler e Weiner, 2008)

Vantagens Caracteristicas

Construcao Modificagbes no plasmideo vacinal podem ser feitos em curto
periodo de tempo
Possibilidade de otimizagao dos plasmideos e transcrito
Utilizagdo dos avangos da gendmica para a constru¢ao da vacina

Tempo de Rapida producao e formulagao
manufatura Reproduzivel em produgdo em larga escala
Seguranca Incapacidade de reversao a formas virulentas como as vacinas vivas

Diferentemente de algumas vacinas inativadas, a eficacia nao
depende de tratamentos toxicos

Nenhum efeito adverso significante nos ensaios clinicos até o

momento

Estabilidade Maior termo-estabilidade em relacéo as outras vacinas
Maior vida util

Mobilidade Facil estocagem e transporte

Nao é necessario refrigeracdo constante

Imunogenicidade Indugao resposta imune celular e humoral assim como as vacinas
vivas

Questdes tém sido levantadas com relagcédo a seguranga das vacinas de DNA, como
seu potencial de integragdo ao genoma, o desenvolvimento de auto-imunidade, bem como a
possibilidade de resisténcia ao antibiético utilizado para selecdo do plasmideo em células
bacterianas. As vacinas de DNA que estdo sendo testadas atualmente ndo apresentam
niveis relevantes de integracdo no genoma da célula hospedeira (Temin, 1990; Kurth, 1995;
Manam et al., 2000; Ledwith et al., 2000; Pal et al., 2006; Sheets et al., 2006). Com relagéo
ao desenvolvimento da auto-imunidade, estudos pré-clinicos em primatas ndo humanos e os
primeiros estudos em seres humanos nao detectaram aumento de anticorpos antinucleares
ou anti-DNA, ndo havendo evidéncia convincente do desenvolvimento de auto-imunidade
em resposta a vacina de DNA (Bagarazzi et al., 1997; MacGregor et al., 1998; Le et al.,
2000; Klinman et al., 2000; MacGregor et al., 2000). Ja o gene de resisténcia ao antibidtico
presente no plasmideo vacinal € restrito a apenas um antibidtico, em particular a
canamicina, nao comumente utilizada para tratar infeccbes humanas. Porém, estratégias
alternativas ao uso de antibidticos como marcador de selecdo vem sendo exploradas
(Mairhofer et al., 1997; Cranenburgh et al., 2001; Garmory et al., 2005).
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11.1.3 Vacinas de DNA aprovadas e em ensaios clinicos

Os plasmideos de DNA constituem uma nova geragao de produtos biotecnoldgicos
utilizados tanto como vacinas quanto para terapia génica que estdo apenas comegando a
entrar no mercado. Os plasmideos de DNA podem ser aplicados como vacinas de DNA
preventivas ou terapéuticas para doencas virais, bacterianas ou parasitarias, ou ainda para
o cancer. Os progressos nesta area resultaram no desenvolvimento e comercializacdo de
quatro vacinas de DNA licenciadas, para uso veterinario, sendo duas delas para doengas
infecciosas: vacina para virus do Nilo Ocidental em cavalos (Center for Disease Control and
Prevention and Fort Dodge Laboratories - USA) e virus da necrose hematopoética infecciosa
em salmao (Novartis - Canada). Além disto, uma vacina contra o cancer maligno melanoma
em caes (Merial - USA) e uma para terapia relacionada a liberagdo hormonal do fator de
crescimento em suinos (VGX Animal Health - Australia) também foram aprovados (Kutzler e
Weiner, 2008). Atualmente, diversos ensaios clinicos, profilaticos e terapéticos, utilizando

vacinas de DNA vém sendo realizados (www.clinicaltrials.gov), como vacinas de DNA contra

o cancer, gripe, malaria, hepatite B e HIV-1 (Tacket et al., 1999; Mincheff et al., 2000; Le et
al., 2000; Liu e Ulmer, 2005; Ulmer, Wahren e Liu, 2006). Estes testes demonstraram que as
vacina de DNA sdo bem toleradas e seguras, uma vez que nao foram relatados eventos

adversos em todos os estudos ja concluidos.

11.1.4 Estruturas dos vetores para vacinas de DNA

Basicamente, as vacinas de DNA sdo compostas de vetores codificando antigenos
vacinais. Estes vetores contém um gene de resisténcia a antibidtico controlado por um
promotor procariotico e uma origem procaridtica de replicagdo, permitindo a selecédo e
replicacdo dos plasmideos em bactérias transformadas, respectivamente. A unidade de
transcricdo é geralmente composta por um promotor viral forte e constitutivo, que confere
um alto nivel de expressao da ORF de interesse em células eucarioticas, e uma seqiéncia

sinal de poliadenilagcao (Figura 1) (Feltquate, 1998; Gurunathan et al., 2000b).
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Figura 1: Representagcdo esquematica de um plasmideo para uso como vacina de DNA. Na
parte superior da figura encontra-se a Regido de Expressao Eucaridtica, responsavel pela expressao
do antigeno em células eucariéticas, contendo o promotor que promove a expressao da ORF de
interesse, contendo a sequiéncia de Kozak e codon de parada, e a seqliéncia sinal de poliadenilagao
(Poli-A) para estabilizacdo do transcrito primario. Na parte inferior encontra-se a Regido de
Propagacao Procarittica, responsavel pela propagagédo e manutengao do plasmideo vacinal na célula
bacteriana, contendo assim uma origem de replicagao procariética e um marcador de selegao,
respectivamente (Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008).

Atualmente todos os vetores utilizados para vacina génica ou terapéutica utilizam
origens de replicacao teta e a grande maioria destes plasmideos sédo derivados de pBR322
ou pUC, com a origem de replicacdo ColE1 de Escherischia coli (Williamsa et al., 2009).
ColE1 é o sistema melhor caracterizado, sendo capaz de manter mais de 20 plasmideos por
célula de E. coli, o que resulta em alta produgdo de DNA plasmidiano em um periodo
relativamente curto de tempo (Ingolotti et al., 2010).

Os marcadores de selegdo mais utilizados sdo genes que conferem resisténcia a
antibioticos, sendo também responsaveis pela estabilidade/manutencdo do plasmideo na
célula bacteriana, sendo a resisténcia a canamicina a mais utilizada (Ingolotti et al., 2010).

No cassete de expressdo eucaridtica, os promotores virais, tais como o do
Citomegalovirus (pCMV), Rous virus (pRSV), Simio virus (pSV40), Baculovirus (promotor da
polihedrina) e Herpes simplex virus tipo 1 (promotor da timidina quinase) sé&o
frequentemente utilizados para a expressao do transgene ou antigeno de interesse em uma
grande variedade de células mamiferas (Becker et al., 2008). O pCMV & o mais usado
atualmente, por promover um alto nivel expressédo constitutiva. Estudos tém sugerido que

varias citocinas podem regular diferencialmente o pCMV, sendo que IFN-y e IL-10 tém
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demonstrado down-regulation na atividade. Além disto, o uso de promotores n&o-virais tem
sido investigado. Apesar da relativa fraqueza da atividade destes promotores em relagéo
aos seus homologos virais, o uso de promotores nao-virais, como o promotor do gene do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il (MHC IlI) sdo possiveis
alternativas (Vanniasinkam et al., 2006). Promotores quiméricos e outros promotores
sintéticos também estao sendo considerados (Shepherd e Scott, 2008; Seleem et al., 2008),
como o promotor quimérico SV40-CMV, onde a melhora na expressdo e/ou na
imunogenicidade tém sido observados (Kutzler e Weiner, 2008).

A possibilidade de codificar multiplas proteinas em uma Unica construgao
€ uma vantagem importante que as vacinas de DNA tém sobre outros tipos de vacinas, pois
ha possibilidade de adicao de mais de um antigeno de interesse (Capone et al., 2006;
Williams et al., 2009). A inser¢cao de uma sequéncia consenso especifica presente no mRNA
eucarioto, sinalizando o start codon, denominada seqiéncia de Kozak (ACCATGG), é
necessaria para iniciagado da sintese protéica em células eucaridticas. Para garantir a
terminacao correta da proteina, também €& importante a inser¢cdo de um ou mais stop
codons, impedindo a leitura incorreta do mRNA, como produtos de alto peso molecular e
incorretamente dobrados (Kutzler e Weiner, 2008).

A inclusdo de um sitio de resciséo, ou sequéncia sinal de poliadenilagao (AAUAAA)
junto a extremidade 3’ da sequencia de interesse, € essencial para expressao eucariética. O
sinal de poliadenilacido é necessario para a correta finalizagdo da transcricdo da ORF de
interesse (clivagem do pré-mRNA de 11-30 nucleotideos downstream a sequéncia), adigéo
da cauda poli-A e exportacdo do mRNA do nucleo para o citoplasma, desempenhando um
papel importante na estabilidade do mRNA (Kutzler e Weiner, 2008). A maioria dos vetores
contém o sinal de poliadenilagdo de SV40 ou do Horménio Bovino do Crescimento (BGH).
Estudos tém revelado que a sequencia sinal de poliadenilacdo do BGH ¢é até duas vezes

mais eficiente que as demais, sendo por isso a mais comumente utilizada (Xu et al., 2002).

11.1.5 Otimizagao da imunogenicidade na construgao de vacinas de DNA

Cobdon usage

A otimizagdo dos cédons (codon usage) tem sido utilizada para maximizar a
expressao da ORF de interesse na célula hospedeira, o que envolve alteragao especifica da
sequéncia codificadora com base nos niveis de tRNA geralmente disponiveis naquela
célula. Desta forma, sera otimizada a utilizagcdo dos codons para tRNAs que sdo mais
abundantes na célula, o que pode resultar em maiores taxas de traducdo da proteina,

conforme descrito por diversos autores (Kim e Sin, 2005; Tokuoka et al., 2008; Li et al.,
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2008; Muthumani et al., 2008). Além disso, a otimizagdo do mRNA também ¢é essencial para
maior expressao da seqléncia de interesse. Grande numero de sequéncias ricas em C-G no
mMRNA pode inibir a traducdo da proteina devido ao aumento da formacédo de estruturas
secundarias. A presenca de sitios de processamento do pré-RNA sdo capazes de causar

expressao andmala da sequencia de interesse (Besse e Ephrussi, 2008).

Customizacgéo da seqliéncia antigénica

Em adicdo a otimizagdo dos coédons, a ORF de interesse também pode ser
modificada para produgdo de proteinas secretadas, ligadas a membrana, citosélica ou
associada a uma organela. Assim, alterando a localizagao celular, a resposta imunoldgica
pode ser influenciada (Becker et al.,, 2008), como por exemplo, o aumento da taxa de
secrecao pode otimizar a producao de anticorpos (Haddad et al, 1997). Além disto, a
sinalizacdo dos antigenos de interesse a degradagao por proteossomos ou endossomos
utilizando fusdes com ubiquitina, também pode aumentar o niumero de peptideos disponiveis
a ligacéo as MHC |, quando é necessaria a ativacao de linfocitos citotdxicos. Além disto, se
€ preciso expressar mais de uma ORF de interesse (como antigenos e citocinas) para
geracdo da resposta imune, ha a possibilidade de se utilizar um sistema de expressdo
policistronico ou ainda fazer uso de epitopos fundidos, expressos como um Unico

polipeptideo (Becker et al., 2008).

Motivos CpG

Sequéncias imunoestimulatérias, chamadas motivos citosina-fosfato-guanina
(motivos CpG) ndo metilados, sdo responsaveis pela ativagéo do receptor Toll-like 9 (TLR-9)
através de dimerizagdo. Assim, eles desempenham um papel fundamental na imunidade
inata e adaptativa pela estimulagéo de linfocitos B, células dendriticas, macrofagos e células
“Natural Killer” (Células NK) (Li e Zhu, 2006; Kumagai et al., 2008). A célula pode discriminar
entre DNA enddgeno e DNA exdgeno com base nestes motivos, sendo estas seqiéncias
praticamente ausentes em células humanas, apresentando assim propriedade adjuvante
nas vacinas de DNA (Angel et al., 2008).

Regibes néo traduzidas (UTRS)

Regides nao traduzidas (UTRs) também sdo responsaveis pela regulagcdo da
expressao génica por elementos localizados a 5 e 3' da ORF de interesse. Elementos
enhancer (potenciador) e trans-ativadores da transcricdo podem aumentar a atividade do
promotor, quando colocados a 5 ou 3’ da ORF de interesse. Alguns dos trans-ativadores
que tém sido estudados sdo de origem viral, como regibes regulatérias (R) agindo como

potenciador transcricional e pés-transcricional: vacinas de DNA com o promotor CMV-R
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eleva substancialmente a geragdo de resposta imune celular especifica ao HIV-1 em
camundongos e primatas (Barouch et al, 2005). No entanto, o uso de reguladores de
origem viral ndo € considerado seguro para uso em vacinas, devido a sua associagdo com
oncogénese. Assim, a pesquisa e o teste de outros trans-ativadores e elementos enhancer
de origem n&o viral em vacinas de DNA é muito importante.

A adicao de sequéncias lider ou regidao 5 nao-traduzida (5’-UTR) antes da ORF de
interesse pode aumentar a estabilidade do mRNA e contribuir para uma maior eficiéncia de
tradugcdo. Por exemplo, um aumento acentuado na produgido de proteina foi detectado
quando a sequéncia lider nativa da glicoproteina de envelope de HIV foi substituida pela
sequéncia lider ativadora do plasminogénio tecidual humano (Xu et al., 2001). Aumento na
expressao de antigenos plasmidianos também é observado utilizando a seqiéncia lider do
gene IgE (Yang et al., 2002; Kutzler et al., 2005; Kumar et al., 2006; Wang et al., 2006a).

Adjuvantes

Além disto, pesquisas vém demonstrando que a co-inje¢cdo de plasmideos
imunomoduladores constitue uma estratégia promissora para melhorar a eficacia das
vacinas de DNA. Estes plasmideos codificam citocinas, como interleucinas (IL), interferons,
fatores estimulatérios de colénia e fator de necrose tumoral, quimiocinas e moléculas co-
estimulatérias. O objetivo € aumentar a quantidade e a poténcia das células apresentadoras
de antigenos (APCs) com estes adjuvantes, sem os efeitos adversos da administragdo de
citocinas na forma de proteinas purificadas. Recentemente, testes em macacos com a
vacina de DNA em desenvolvimento contra HIV-1 mostram que a co-administracdo de
plasmideos codificando IL-12 e IL-15 aumentou a imunidade celular e humoral (Chong et al.,
2007).

Para melhorar a imunogenicidade da vacina, ao invés de aumentar o niumero de
doses, pesquisadores sugerem o uso de uma vacina mista, onde a primeira dose da vacina
tem uma formulacido e o reforgco tem uma formulacédo diferente, denominado prime-boost
(dose-reforgo) (Wang et al., 2004). Esta estratégia aumenta a poténcia da vacina de DNA,
particularmente a produgéo de anticorpos (Reyes-Sandoval e Ertl, 2001). A estratégia prime-
boost tém sido aplicada a um grande numero de vacinas, incluindo o HIV (Dale et al., 2006;
Kent et al., 2007; Patterson e Robert-Guroff, 2008), virus da gripe aviaria (Pan et al., 2009) e
malaria (Moore e Hill, 2004), demonstrando que esta técnica pode produzir melhores

resultados imunoldgicos.
Seqliéncias de enderecamento nuclear

O envelope nuclear representa um grande obstaculo ao plasmideo de DNA apés a

entrada na célula. Assim, para aumentar a expressdao da sequencia codificadora de
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interesse, a otimizagao do direcionamento do vetor para o nucleo é de extrema importancia.
Foi verificado que a importacdo nuclear de DNA é um processo otimizado por seqiiéncias
especificas em virus. Em SV40, uma sequéncia de 72 pb é capaz de conduzir a importacao
do plasmideo ao compartimento nuclear (Dean et al., 1999), chamada de sequéncia de
enderegcamento nuclear. Esta sequéncia contém sitios de ligagao para varios fatores de
transcricdo. Devido ao fato destes fatores apresentarem sinais de localizacdo nuclear, o
complexo proteina-plasmideo é transportado através do poro nuclear pela maquinaria de
importacdo nuclear da célula hospedeira (Dean, 1997; Wilson et al., 1999). Sinais de
localizagao nuclear mediam também a importacédo de outros genomas virais, com o de HIV e
adenovirus (Bukrinsky et al., 1992; Greber e Kasamatsu, 1996). Ainda mais, seqliéncias de
enderegamento nuclear derivadas de promotores tecido-especificos sdo capazes de ligar-se
a fatores de transcricao expressos somente nestes tecidos, o que levaria a otimizagao da
expressao da sequencia de interesse em células especificas, uma vez que outros tipos

celulares nao expressam os fatores necessarios a importagao nuclear (Miller e Dean, 2009).

11.1.6 Mecanismo de ag¢ao das vacinas de DNA

Embora o mecanismo de inducdo da imunidade por vacinas de DNA ainda
permaneca incerto, 0 aumento lento da resposta imune apés a vacinagdo com DNA sugere
que este siga um caminho complexo que pode mimetizar a infecgao viral natural. Acredita-se
que uma vez que o DNA plasmidiano € administrado e internalizado pela célula, estes
utilizam a rede de microtubulos e suas proteinas motoras associadas para o trafego através
do citoplasma para o nucleo (Vaughan e Dean, 2006), e a transcricdo do imunogene €&
iniciada utilizando o maquinario celular do hospedeiro (Kutzler e Weiner, 2008).
Diferentemente das vacinas inativadas ou de subunidade, as vacinas de DNA resultam em
uma exibicdo antigénica via moléculas de MHC | e MHC II, como a infecgdo natural,
ativando linfocitos T CD4+, TCD8+ e a producao de anticorpos.

Logo apds, APCs carregadas com o antigeno podem migrar para o linfonodo,
ativando linfocitos T via MHC e receptores de células T (TCR), ativando também linfécitos B
via receptores de células B (BCRs), induzindo assim a produgéo de anticorpos (Kutzler e
Weiner, 2008). A ativagao inicial de células T e B € pequena, mas uma vez que essas
células migram de volta para o tecido transfectado, elas podem sofrer re-estimulacido. Neste
ponto, as células T CD8 podem lisar as células transfectadas que apresentam peptideos
antigénicos, levando a liberagdo de mais antigeno. Além disso, as células T CD4 podem
ativar células dendriticas imaturas (Reyes-Sandoval e Ertl, 2001), repetindo o ciclo de

ativacao (Figura 2).
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Assim, os diferentes tipos de resposta imune induzida pela imunizagdo genética
justificam sua aplicagdo nos campos das doengas infecciosas, das alergias e dos tumores.
Tanto uma resposta tipo TH1 quanto TH2 s&o induzidas, dependendo da via de entrega da
vacina de DNA, podendo ser empregada para controle de infecgbes intracelulares, como
leishmaniose, tuberculose, toxoplasmose, brucelose, listeriose e alergias assim como
direcionado ao controle de infecgbes extracelulares, como esquistossomose e outras
doencas (Azevedo e Oliveira, 2003).
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Figura 2: Representagao esquematica da indugao da imunidade celular e humoral por vacinas
de DNA. Apo6s a imunizagdo intramuscular com a vacina de DNA, (1) midcitos e (2) APCs séo
transfectados. Apds a expressao do antigeno de interesse, estes sdo apresentados ao sistema imune
via MHC |. O antigeno pode ainda ser secretado pelos midcitos ou ha a formagdo de corpos
apoptoticos/necréticosos que irdo levar a apresentagdo antigénica por APCs via MHC Il. As APCs
migram para o linfonodo e ativam linfécitos T CD4 e T CD8. Antigenos livres levam ainda a ativagao
de linfocitos B. TCR: Receptor de Célula T; BCR: Receptor de Célula B, (Adaptado de Kutzler e
Weiner, 2008).
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11.1.7 Barreiras para transferéncia génica

Para maximizar o potencial de vacinas génicas nao-virais, os niveis de expressao
devem ser melhorados. Infelizmente, muitos barreiras extra-celulares e intracelulares
(incluindo células do sistema imune, a membrana celular, a rede de citoesqueleto e a
membrana nuclear) impedem a transferéncia do plasmideo eficientemente (Miller e Dean,
2009).

Para que haja sucesso na vacinagdo com DNA, o vetor deve atingir o nucleo para
que a transcrigdo do transgene ocorra. Para isto, ha uma série de barreiras celulares que
impedem a transferéncia de DNA exdgeno para seu tecido alvo. Inicialmente, enquanto os
vetores estdo no meio extracelular, estes podem ser degradados por nucleases do soro ou
ainda detectados por leucécitos. O DNA desprotegido ou nu € degradado em poucos
minutos, o que ilustra a necessidade de atravessar rapidamente a membrana plasmatica
das células-alvo (Lechardeur et al., 1999). No entanto, atravessar a membrana plasmatica
nao é uma tarefa facil, devido a densa barreira da matriz extracelular e a repulsao elétrica da
membrana lipidica aos vetores de DNA (Miller e Dean, 2009).

Outro obstaculo a transferéncia génica sao as barreiras intracelulares. O envelope
nuclear representa um grande obstaculo ao plasmideo. Os métodos mais atuais de
transferéncia génica requerem células em constante divisdo, o que gera a desintegragao do
envelope nuclear, resultando em maior acesso do plasmideo vacinal ao nucleo. Foi
demonstrado que células em divisdo sdo 90% mais eficientes em expressar os transgenes

do que células que nao estao se dividindo (Fasbender et al., 1997).

11.1.8 Vias de entrega das vacinas de DNA

Um dos aspectos mais importantes para o sucesso da estratégia de vacina de DNA
parece ser a via de entrega. Uma série de rotas de aplicagdo do DNA plasmidiano nu tém
sido investigadas para melhorar a indugao de respostas imunes. Tradicionalmente, a pele
tem sido a abordagem mais popular para a vacinagdo, devido a sua acessibilidade e
dimensao. A rota mais comum de imunizagcdo usada em estudos com vacinas de DNA ¢é a
injecao intramuscular (Kutzler e Weiner, 2008). No entanto, varios estudos tém demonstrado
a importancia de transfecgéo direta de APCs (Condon et al., 1996; Porgador et al., 1998),
sendo que apds as imunizagdes intramusculares, o tipo dominante de células transfectadas
com a vacina de DNA sdo miécitos (Danko et al., 1997). Por se tratar de uma rota invasiva,
vacinas administradas parenteralmente sdo pouco eficientes em estimular o sistema imune
associado as mucosas, sendo efetivas somente contra patdégenos que penetram no

organismo pela rota sistémica. Além disto, as vacinas administradas por via intramuscular
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utiizam DNA nu (naked DNA), o que requer multiplas doses de grandes quantidades de
plasmideo (Lowrie et al., 1997).

Assim, diferentes métodos cutaneos para a entrega do plasmideo vacinal vém sendo
investigados, como a injegao intradérmica ou subcutanea, cujos alvos séo fibroblastos e
queratinécitos; o uso tépico, como o DermaVir, que transfecta células de Langerhans - as
APCs da pele - por meio de um adesivo cuténeo (Lori et al., 2007) e o Painting DNA, que
consiste em descascar algumas camadas da pele, a fim de obter uma transfecgdo mais
eficiente (Watabe et al., 2001).

A biobalistica ou gene gun é um outro método para aumentar a entrega epidérmica
de DNA, onde as células de Langerhans e queratinécitos sao diretamente transfectados pelo
bombardeio de particulas de ouro revestidas com os plasmideos de DNA (Fuller et al., 2006)
€ 0 uso de ultra-som de baixa freqliéncia como um adjuvante fisico para a imunizagao
transcutanea (Tezel et al., 2005). Porém, diversos trabalhos tém preferido rotas especiais de
administracdo para fins especificos, como: mucosa vaginal (Kanazawa et al., 2008),
intranasal (Brave et al., 2008) e mucosa gastrica (Guimaraes et al., 2009).

Adicionalmente, tem sido amplamente estudado o método de eletroporacdo ou
electropermeabilizagdo para a entrega de vacinas de DNA. A aplicagdo de pulsos de alta
voltagem com duragdo de milissegundos em um tecido pode interromper a membrana
celular e gerar poros que podem persistir por horas e permitir a entrada de macromoléculas,
tais como drogas, peptideos e vacinas de DNA no citoplasma (Zaharoff et al., 2002). A
nanotecnologia também vem sendo explorada para facilitar a internalizagdo da vacina de
DNA. Esta tecnologia € atualmente aplicada na entrega de drogas, mas ja esta sendo
estudada para a entrega de vacinas de DNA e terapia génica (Peek, Middaugh e Berkland,
2008).

Além disso, pesquisas levaram a uma série novas tecnologias que podem ser
aplicaveis as vacinas de DNA (Ogura et al., 2008; Whitehead e Mitragotri, 2008; Van
Damme, 2009), como a transferéncia do DNA auxiliado por um sistema vesicular. Este
sistema envolve a aplicacido de uma vacina na pele intacta facilitada por um transportador,
como lipossomas (Xu, Ding e Yang, 2008) ou utilizando-se microparticulas poliméricas
biodegradaveis (O’Hagan et al., 2006), ja amplamente utilizadas para entrega de drogas
(Donnelly et al., 2003).

Por outro lado, o uso de virus, como o adenovirus (Benihoud et al., 1999), Retrovirus
(Hu e Pathak, 2000) ou Vaccinia virus (Moorthy et al., 2003) também vem sendo utilizados
para a transferéncia de DNA plasmidiano para a célula hospedeira (Somia e Verma, 2000;
Moorthy et al., 2003).

Porém, a estimulacdo de uma resposta imune eficaz contra um determinado

antigeno, depende da presenca deste em quantidades suficientes e em uma forma que
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possa ser facilmente reconhecido pelo sistema imune. Nesse contexto, bactérias
geneticamente modificadas representam uma alternativa promissora para a entrega de
plasmideos vacinais. O uso de bactérias como carreadoras deste tipo de vacina tém
vantagens sobre o uso de virus, uma vez que estes possuem limita¢gdes quanto ao tamanho
do material genético que pode ser carreado pela particula viral (Bermudez-Humaran et al.,
2003a).

11.1.9 Bactérias na entrega de vacinas de DNA

A transferéncia de genes de bactérias as células de mamiferos foi observada, in
vitro, por Schaffner (1980), quando as coépias em tandem do genoma do virus SV40
carreadas por E. coli foram transferidas em co-cultura para células de mamiferos. Quinze
anos depois, Sizemore et al. (1995) desenvolveram um sistema utilizando Shigella invasiva
para transferéncia do DNA plasmidiano, capaz de entrar faciimente no citoplasma das
células infectadas (Courvalin et al., 1995; Sizemore et al, 1995). A bactéria invasiva
atenuada entra na célula eucariética em uma vesicula primaria, que logo apoés é fundida a
um compartimento lisossémico, ocorrendo a lise bacteriana. O DNA plasmidiano pode,
entdo, escapar da vesicula para o citoplasma e, em seguida, ser translocado para o nucleo
da célula, onde ocorre a expressdao da ORF de interesse para posterior apresentacdo ao

sistema imune (Figura 3) (Schoen et al., 2004).

Figura 3: Representacao esquematica da transferéncia de DNA de uma bactéria invasiva
atenuada para uma célula eucariética. (A) Entrada da bactéria em uma vesicula primaria
da célula hospedeira, (B) Fusédo da vesicula primaria com o compartimento lisossémico, (C) lise
bacteriana, (D) Escape do plasmideo de DNA da vesicula para o citoplasma e, em seguida, para o
nucleo da célula (Grillot-Courvalin et al., 1999).

Neste sistema de entrega, as bactérias atravessam a membrana plasmatica da
célula alvo, entregando o plasmideo vacinal diretamente no interior da célula, o que néo é
uma tarefa facil para vacinas de DNA nu, devido a densa barreira da matriz extracelular.

Além disto, as bactérias protegem o DNA de degradagao por nucleases e também podem
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agir como adjuvantes naturais apds a invasao da célula hospedeira, devido a presenca de
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), capazes de modular a resposta
imune inata, e assim promover uma resposta adaptativa robusta e duradoura (Hoebe et al.,
2004). Comparado a maioria dos virus utilizados como carreadores de vacinas de DNA,
bactérias sao faceis de cultivar e permitem a manutencdo dos plasmideos devido a sua
capacidade de multiplicacdo elevada. Em contraste com a imunizagdo utilizando DNA nu, as
etapas de purificagdo do plasmideo ndo sdo mais necessarias, reduzindo ainda mais os
custos. Além disto, a maioria das bactérias transportadoras permite a imunizagao da
mucosa através de via oral, além de mostrarem um tropismo natural pela indugdo do
sistema imunolégico, por gerar sinais de perigo ao hospedeiro, 0 que leva a uma ativagao
mais eficiente do sistema imunoldgico em relagéo a imunizagdo com DNA nu (Schoen et al.,
2004).

Além disto, o uso de bactérias como transportadoras de plasmideo de DNA tem sido
aplicado para vacinagdo genética em modelos animais contra doencgas infecciosas, como
para infeccdo com HIV-1, virus do sarampo, virus da hepatite B e Mycobacterium
tuberculosis (Schoen et al., 2004) e também contra tumores, sendo que muitas bactérias
tem tropismo por tecidos especificos, o que pode, assim, permitir que a entrega seletiva dos

plasmideos de DNA, as células tumorais, seja alcangada (Yu et al., 2004).

11.1.9.1 Aspectos imunolégicos

Em contraste com a imunizagdo parenteral convencional, a entrega de vacinas a
nivel de mucosas tem a capacidade de estimular tanto a resposta imune de mucosas quanto
a sistémica (humoral e celular) (Walker, 1994). Com poucas exceg¢des, a maioria das
linhagens bacterianas utilizadas no transporte e entrega de plasmideos vacinais s&o
patégenos intestinais humanos atenuados. O uso de bactérias entéricas humanas é
particularmente vantajoso devido a sua capacidade de infectar a mucosa do célon intestinal
ap6s a administracdo oral. Depois de atravessar a mucosa do intestino (principalmente
através das células M), grande parte das bactérias é capturada por APCs nos tecidos
linféides (placas de Peyer), propagando para o bacgo, figado e linfonodos. Foi verificado que,
além de macréfagos e outras células fagociticas, células dendriticas (DC) desempenham um
papel central na captagao e defesa contra patégenos entéricos (Schoen et al., 2004).

As DC sdo APCs localizadas nos grandes portais de entrada microbiana do
organismo, capaz de detectar patégenos e desencadear a ativagdo de células T, através da
apresentagao de antigenos via MHC | e Il (Banchereau e Steinman, 1998). No intestino, DC

residem como células imaturas nas placas de Peyer. Foi proposto que estas células séo
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ainda capazes de ultrapassr as jungbes entre as células epiteliais, engolfando diretamente
as bactérias fora do epitélio, controlando o conteudo do lumen intestinal (Rescigno et al.,
2001). Neste caso, ap6s a ingestdo, a bactéria transfere o DNA plasmidiano para o
citoplasma da DC, este atinge o nucleo e é expresso pela célula. O antigeno por sua vez &
reconhecido como enddégeno e entdo apresentados via moléculas MHC |, gerando uma
resposta especifica T CD8+. Portanto, bactérias entéricas sido altamente capazes de
entregar vacinas de DNA para DC (Paglia et al., 1998), consideradas as principais células
alvo para o processamento antigénico.

Desta forma, o antigeno codificado no plasmideo vacinal é produzido tanto por
células infectadas quanto por APCs. A proteina antigénica apresentada por células
infectadas nucleadas via MHC | sdao entdo capturadas por uma outra APC para posterior
processamento e apresentacao para células T via MHC Il para ativagao de linfécitos T CD4+
(helper) e linfécitos B (produgado de anticorpos). APCs diretamente infectadas pela bactéria
apresentam o antigeno via moléculas MHC | para ativagao de linfécitos T CD8+ (citotoxicos)
(Schoen et al., 2004). A geragcado de uma resposta imune mista, com a ativacao de linfocitos
T CD8+ e T CD4+, € um fenbmeno conhecido como cross-priming (Gurunathan et al. 2000b;
Sheikh e Morrow, 2003).

11.1.9.2 Bactérias patogénicas utilizadas para a entrega de vacinas de DNA

Atualmente, bactérias patogénicas intracelulares atenuadas tém sido utilizadas para
a entrega de vetores de expressdo eucariotica em células de mamiferos (Daudel et al,,
2007). Dentre estas, podemos citar Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Shigella
flexneri, Yersinia enterocolitica e E. coli (Schoen et al, 2004). Contudo, esses organismos
apresentam riscos de reversao da patogenicidade, ndo sendo totalmente seguros para uso
humano, especialmente em criangas e pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002).
Assim, o uso das bactérias lacticas como um veiculo para a entrega de plasmideos vacinais
representa uma alternativa atrativa em relagao a patégenos atenuados (Wells e Mercenier,
2008).
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1.2 Bacteérias Lacticas

1.2.1 Caracteristicas das Bactérias Lacticas

As bactérias lacticas (BL) constituem um grupo de microrganismos Gram-positivos,
microaerofilos, ndo formadores de esporos e ndo méveis, capazes de converterem agucares
(hexoses) em acido latico (Makarova e Koonin, 2007). Atualmente, cinco géneros
bacterianos entre cocos e bastonetes, com porcentagem de G+C no genoma inferior a 54%,
compde o grupo das BL: Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e
Lactobacillus (Azevedo e Miyoshi, 2004).

As BL sdo um dos mais importantes grupos de bactérias utilizadas industrialmente.
Estes organismos sao usados em uma variedade de processos, incluindo produgao
alimentos, macromoléculas, enzimas e metabdlitos (Pfeiler e Klaenhammer, 2007).

Por serem utilizadas ha séculos em processos de fermentacdo e preservagédo de
alimentos, a maior parte das BL s&o consideradas seguras (“‘GRAS” — “Generally
Recognized As Safe”). Na industria alimenticia, sdo utilizadas para a fermentagdo de
alimentos e bebidas, formagdo do sabor (Urbach, 1995), preservagao (Stiles, 1996),
produgao de suplementos ou aditivos (Hugenholtz et al., 2002), bacteriocinas (De Vuyst e
Leroy, 2007) e exopolissacarideos (Cerning, 1990; Welman & Maddox 2003). As BL também
podem ser utilizadas para a produgao de consideraveis volumes de quimicos, como acido
latico (Kwon et al., 2001), vitamina B (Burgess et al., 2004; Taranto et al., 2003) e agucares
de baixa caloria (Taguchi et al., 2008).

A estes microrganismos ainda € dado um importante papel na manutengdo da saude
e da prevencgao de infecgbes (Reid et al., 2003; Klaenhammer et al., 2005), referidos como
probioticos, ou seja, "microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (Sanders, 2003). Alguns dos
efeitos benéficos dos probidticos incluem exclusdo de agentes patogénicos,
imunomodulagao de mucosas e redugao de agentes cancerigenos (Reid et al., 2003).

Em 2001, o primeiro genoma de uma BL (Lactococcus lactis ssp. lactis IL1403) foi
sequenciado e publicado (Bolotin et al., 2001), sendo que mais de 25 genomas completos
do grupo BL ja foram seqlenciados, anotados e publicados, enquanto muitos projetos estéo
em andamento (Zhu, Zhang e Li, 2009). Num futuro préximo, o nimero de genomas das BL
disponiveis sera aproximo de 100, o que representa um grande grupo de bactérias na
genbdmica microbiana, quando comparados com ao numero total de bactérias sequenciadas
(Zhu, Zhang e Li, 2009).

Recentemente, o potencial para as novas aplicagdes das BL, tais como vacinas orais
(Steidler et al., 2000), produgdo de proteinas heterélogas e metabdlitos, vem sendo

explorado por varios grupos de pesquisa. Neste contexto, estas bactérias s&do utilizadas
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como “usinas celulares” para a produgdo de moléculas de interesse biotecnolégico, como
citocinas, enzimas, alérgenos e antigenos (Nouaille et al., 2003; Bermudez-Humaran et al.,
2004) e também utilizadas como veiculo para a apresentagdo de antigenos exégenos na

superficie de mucosas (Mercenier et al., 2000).

11.2.2 Lactococcus lactis: a bactéria lactica modelo

Dentre todas as BL, Lactococcus lactis € a espécie mais bem caracterizada e figura
como organismo modelo no estudo das mesmas; ndo soO pela sua importancia econémica,
mas também devido ao fato de: (i) ser um microrganismo de facil manipulagao; (ii) ser
“GRAS?; (iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi seqlenciado e (iv) possuir um grande
numero de ferramentas genéticas ja desenvolvidas (Duwat et al., 2000; Bolotin et al., 2001;
Nouaille et al., 2003; Mills et al., 2006), como protocolos de transformagao, vetores de
clonagem e selegdo (Poquet et al., 1998; Ravn et al., 2000), além de n&o possuir o
lipopolissacarideo endotéxico LPS, por ser uma bactéria Gram-positiva (Bahey-EI-Din e
Gahan, 2010a).

Existem duas subespécies de L. lactis, L. lactis ssp. lactis e L. lactis ssp. cremoris,
(Schleifer et al., 1985). As duas subespécies tém sido intensamente estudadas,
principalmente devido ao interesse industrial e por serem excelentes modelos para o estudo
do metabolismo, fisiologia, genética e biologia molecular das BL (Bolotin et al., 2001). Além
disto, durante as duas ultimas décadas, avangos significativos na area da genética e
sistemas de expressao de proteinas em L. lactis (Nouaille et al, 2003; Mills et al, 2006)
possibilitaram o aparecimento de novas areas de aplicagdo desta bactéria, como a entrega
de proteinas, genes, vacinas e drogas terapéuticas a superficie das mucosas pela via oral
(Braat et al, 2006; Hanniffy et al, 2007; Bahey-EI-Din et al, 2010b).

11.2.3 Utilizag6es biotecnolégicas de Lactococccus lactis

Dentre as aplicagdes extras alimentares vislumbradas para L. lactis, pode-se citar: (i)
a producado de proteinas heterélogas de interesse biotecnolégico em fermentadores ou
diretamente nos alimentos e (ii) a constru¢cdo de vacinas vivas de mucosas, seja como
produtoras de proteinas diretamente no hospedeiro ou como um carreador para entrega de

vacinas génicas.
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11.2.3.1 Produgao de proteinas em Lactococcus lactis

A expressdo de proteinas heterélogas em L. lactis foi alcancada tanto pelo
desenvolvimento do conhecimento genético quanto pelo desenvolvimento de técnicas de
biologia molecular. Através deste dueto e a fim de obter niveis elevados e controlados de
producdo, varios vetores contendo promotores constitutivos ou indutivos foram
desenvolvidos e hoje constituem a base de todos os sistemas de expressao voltados para L.
lactis (Nouaille et al., 2003).

Muitos sistemas de expressdo vém sendo desenvolvidos para a produgdo de
proteinas recombinantes, sendo que dentre os sistemas procariotos, os mais altos niveis
protéicos sdo obtidos utilizando E. coli (Jana e Deb, 2005). Entretanto, a estratégia de
produgao mais comumente utilizada neste microrganismo é a intracelular (periplasma ou
citoplasma), o que envolve processos de purificagdo caros e, muitas vezes, problematicos.
Além disso, endotoxina ou lipopolissacarideos (LPS) ainda devem ser retirados das
proteinas a serem administradas em seres humanos (Morello et al., 2008).

A bactéria L. lactis se destaca neste sentido como um microrganismo alternativo para
a producao de moléculas de interesse biotecnoldgico em relagdo ao uso de modelos como
E. coli e Pichia pastoris, sendo que inumeras proteinas de origem eucariética, bacteriana e
viral ja foram produzidas utilizando L. /actis como sistema de expressao (Nouaille et al.,
2003; Le Loir et al., 2005).

L. lactis apresenta propriedades interessantes que a torna ideal para a producéo de
moléculas exégenas. L. lactis ndo produz endotoxinas ou LPS ou qualquer outro produto
metabdlico toxico (Bolotin et al.,, 2001), além de apresentar poucas proteinas secretadas,
sendo que apenas uma, Usp45 (Unknown Secreted Protein of 45 kDa) € secretada em
quantidades suficientes para ser detectada em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-
PAGE) corado pela técnica “azul de Commassie” (van Asseldonk et al, 1990), uma
caracteristica que facilita a purificacdo e analise das proteinas de interesse. Além disso, as
linhagens utilizadas ndo possuem a protease extracelular PrtP (Gasson, 1983a) e séo
desprovidas de plasmideos selvagens (linhagens L1403 e MG1363) (Gasson, 1983b;
Chopin et al., 1984).

Varios sistemas de expressao e de enderegamento celular de proteinas heterélogas
em diferentes localizagcbes celulares ja foram desenvolvidos ndo sé para uso em L. lactis,
mas também em outras BL (Norton et al., 1995; Piard et al., 1997; Dieye et al., 2001; Le Loir
et al., 2001). Dentre os sistemas de expressao, pode-se destacar o sistema NICE (“Nisin
Controlled Expression System”) e o sistema XIES (“Xylose-Inducible Expression System”)
(de Vos & Gasson, 1989; Wells et al., 1993a; de Vos, 1999; Miyoshi et al., 2004).
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11.2.3.2 Lactococcus lactis como vacinas vivas de mucosas

A microbiota do intestino humano é extraordinariamente complexa e é importante
para a digestao, a protecdo contra agentes patogénicos e principalmente na manutencao da
imunidade de mucosas. As mucosas, como a gastrointestinal, sdo os locais onde o corpo
entra em contacto com a maioria dos antigenos e agentes infecciosos, sendo que trato
gastrointestinal produz de 70 a 85% das células imunes do corpo (Schroeter e
Klaenhammer, 2009). Sendo assim, as mucosas representam a primeira linha de defesa
contra os microrganismos que utilizam esse meio de entrada (Kagnoff e Eckmann, 1997,
Izadpanah et al., 2001).

Uma importante caracteristica da resposta imune adaptativa das mucosas é a
produgao de anticorpos do tipo imunoglobulina A (IgA) por plasmdcitos. A IgA é a principal
classe de anticorpos que pode ser eficientemente secretada através dos epitélios e
desempenha papel critico, pois neutraliza a nocividade de organismos patogénicos
(Macpherson et al., 2001). Uma das fungbes exercidas por esses anticorpos é a capacidade
de aprisionar microrganismos invasores no muco prevenindo o contato direto do patégeno
com a superficie da mucosa (Lamm, 1997).

Recentemente, as BL, destacando-se L. /actis, vém sendo utilizadas como veiculo
para a apresentagdo de antigenos exdgenos na superficie de mucosas. Além do status
“GRAS” algumas espécies desse grupo sao capazes de aumentar a quantidade de IgA nas
mucosas e estimular o sistema fagocitico do hospedeiro (Neutra e Kozlowski, 2006). As BL
sdo também pouco imunogénicas, ao contrario dos microrganismos patogénicos e podem
ser continuamente utilizadas em programas de imunizagéo, além de nao possuirem LPS em
sua parede celular, o que elimina os riscos de choque por endotoxina (Mercenier et al.,
2000).

Varios trabalhos confirmam a capacidade de L. lactis em apresentar antigenos para a
mucosa, gerando respostas imunes especificas (Chatel et al., 2001). A maioria dos estudos
sobre L. lactis como uma vacina viva foram feitos utilizando o TTFC (fragmento C da toxina
teténica), um antigeno altamente imunogénico, sendo verificado um aumento significativo
nos niveis de IgA apdés a imunizacdo oral dos camundongos com as linhagens
recombinantes de L. lactis produtoras de TTFC (Norton et al., 1995). Outros trabalhos
mostraram que os animais vacinados com L. lactis produtora da forma intracelular do
mesmo antigeno desenvolveram altos niveis de IgG e IgA especificos para TTFC.
Posteriormente, esses animais tornaram-se resistentes ao desafio com a toxina tetanica
(Wells et al., 1993b; Robinson et al., 1997).
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Contudo, o maior desafio consiste principalmente na expressdao de genes
eucarioticos. O processamento pos-traducional em L. /actis algumas vezes nao é certo, pois
modificagbes tais como glicosilagdes e formagao de pontes dissulfureto sao limitadas devido
a falta da enzima dissulfeto isomerase. Isto resulta em uma quantidade muito baixa da forma
ativa da proteina de interesse, como observado com a IL-12 em L. /actis (Bermudez-
Humaran et al., 2003a) e interferon omega ovino (Bermudez-Humaran et al., 2003b), devido
a uma baixa taxa de formagao passiva de pontes dissulfeto.

Uma estratégia para contornar o problema seria a utilizagcdo de bactérias para
entregar plasmidios com cassetes de expressao eucariotica, onde as modificagbes pods-
traducionais da proteina de interesse serdo realizadas pelas células eucaridticas
hospedeiras. Assim, a utilizacdo das BL, destacando-se L. lactis, como um veiculo para a
entrega de plasmideos de DNA poderia representar uma nova estratégia para o

desenvolvimento de vacinas de DNA.

11.2.3.3 Lactococcus lactis como carreador para vacinas génicas

Guimaraes et al. (2006) utilizaram L. lactis nativas para a entrega, em células de
mamiferos, de um cassete de expressao eucaridtica da proteina antigénica B-lactoglobulina
bovina (BLG), a mais abundante proteina do soro do leite de vaca, considerada um alérgeno
dominante. O co-cultivo da linhagem celular humana epitelial Caco-2 e L. lactis contendo o
cassete BLG confirmou a capacidade de L. /actis na entrega do DNA em células de
mamiferos, levando a expressao e secregcdo da proteina BLG por estas células. L. lactis
nativas foram ainda capazes de entregar este cassete de expressdo eucaridtica a
camundongos, in vivo, sendo a proteina BLG detectada na membrana epitelial do intestino
delgado de 53% dos camundongos testados (Chatel et al., 2008).

Uma nova estratégia é a utilizagdo de linhagens recombinantes de L. lactis capazes
de invadir e entregar plasmideos vacinais para células epiteliais humanas. Apds a invasao
celular, L. lactis sofre lise e é provavelmente internalizado pelos vacuolos, liberado o DNA
plasmidiano que pode ser transferido para o nucleo, resultando na expressdo da ORF de
interesse (Guimaraes et al., 2005). A proteina antigénica ou peptideo de interesse expresso
na célula infectada é apresentado ao sistema imune, ativando células T e B nos linfonodos
(Reyes-Sandoval e Ertl, 2001).

Para o desenvolvimento desta nova estratégia, foi construida uma linhagem de L.
lactis invasiva, expressando o0 gene da internalina A (/nlA) de Listeria monocytogenes
(Guimaraes et al., 2005). InIA codifica uma proteina de 84KDa que fica ancorada a parede

celular, mediando a entrada deste patdégeno em células epiteliais de mamiferos por se ligar
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a E-caderinas presentes nas mesmas (Gaillard et al, 1991; Lebrun et al, 1996). Foi
demonstrado que a proteina InlA foi eficientemente ancorada ao envelope celular em L.
lactis, promovendo sua internalizacdo por células humanas epiteliais, in vitro, e por
enterécitos, in vivo, apés administragdo oral em porcos-da-india. Além disso, essa
internalizagao promoveu a entrega de plasmideos contendo a ORF da Proteina Verde
Fluorescente (GFP) funcional em cerca de 1% das células de mamiferos, in vitro, levando a
producdo da mesma nos animais. Esses resultados foram obtidos a partir da utilizagdo de
um plasmideo com cerca de 10 Kpb, o qual é fruto da cointegragcéo de dois replicons: um de
E. coli e outro de L. lactis (Guimaraes et al., 2005).

Entretanto, apds diversas tentativas de se clonar ORFs codificadoras de antigenos
nesse plasmideo, foi verificado que sua estrutura e tamanho tornavam os procedimentos de
clonagem e transformagdo muito dificeis (Guimaraes et al., 2005). Dessa maneira, para
melhorar as estratégias de entrega do vetor, um novo plasmideo chamado pValac
(Vaccination using Lactic acid bacteria), de menor tamanho (3742 pb), foi construido. O
pValac foi formado pela fusdo do (i) promotor do citomegalovirus (CMV) que permite a
expressao do antigeno em células eucaridticas, (ii) sitio de clonagem multipla, (iii) seqiéncia
sinal de poliadenilagdo do Hormdnio Bovino de Crescimento (BGH poli-A) para estabilizar o
transcrito de RNA mensageiro, (iii) origens de replicagao que permitem a propagagédo do
plasmideo tanto em E. coli quanto em L. lactis, e (iv) um gene de resisténcia ao cloranfenicol
para a selegéo das linhagens recombinantes (Guimaraes et al., 2009).

Embora atraente, a utilizacdo experimental de L. lactis expressando InlA em
camundongos tem uma grande limitagc&o: InlA ndo interage com a E-caderina murina. Assim,
a estratégia de se utilizar L. /actis InlA como um veiculo para a entrega de DNA so6 pode ser
testado em cobaias que expressem a E-caderina humana, como porcos da india, ou em
camundongos transgénicos (Lecuit et al., 2001), o que dificulta em muito os testes, in vivo.

Assim, uma nova linhagem recombinante de L. lactis, expressando a proteina de
ligacado Fibronectina A (FNBPA) de Staphyloccocus aureus (Que et al., 2001), foi testada
com o objetivo de melhorar e facilitar a entrega do DNA a células de mamiferos (Innocentin
et al., 2009). FnBPA medeia a adesao da bactéria ao tecido hospedeiro e sua entrada em
células nao fagociticas (Sinha et al., 2000). Foi demonstrado que a capacidade invasiva de
L. lactis expressando FNnBPA & comparavel a observada em L. lactis expressando InlA,
utilizando-se a linhagem celular humana epitelial Caco-2, onde grandes agrupamentos de L.
lactis expressando FnBPA foram visualizados dentro das células Caco-2 através de
microscopia de fluorescéncia e microscopia confocal (Innocentin et al., 2009). A linhagem
invasiva foi ainda transformada com o plasmideo pValac:gfp para avaliagdo de sua
capacidade de entrega, in vitro, do plasmideo de expressao eucariotica funcional. Assim, por

citometria de fluxo foi demonstrado que uma grande porcentagem de células fluorescentes
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ocorreu apés 3 horas de co-cultivo com a linhagem L. lactis FnBPA(pValac:gfp) (Innocentin
et al., 2009).

Enfim, estas estratégias combinam as vantagens da imunidade de mucosas com a
simplicidade da técnica e o baixo custo da vacina de DNA, além da seguranca de utilizagcdo
destas bactérias que sao consideradas nao patogénicas (Guimaraes et al., 2005).

Nesse contexto, a utilizagdo de uma linhagem invasiva de L. /actis para a entrega de
um plasmideo de expressao eucaridtica expressando um antigeno de interesse poderia
representar uma nova estratégia para o desenvolvimento de vacinas de DNA, mais seguras,
mais eficazes e econbmicas, para o controle de diversas doencgas infecciosas, como, por

exemplo, a tuberculose.

1.3 Tuberculose

11.3.1 Consideragées gerais

Desde a antiguidade, a Tuberculose (TB) é uma doenga que aflige a humanidade. O
agente causador da doenga, conhecido como Mycobacterium tuberculosis, foi isolado pela
primeira vez em 1882. Cento e vinte oito anos apds esta descoberta, um terco da populagao
mundial (aproximadamente 2 bilhdes de pessoas) ainda se encontra infectada com M.
tuberculosis em estado latente, sendo que 10% destas desenvolvem a TB ativa durante a
vida (Pieters, 2008), fato que torna esta doenga um dos principais problemas sociais,
econdmicos e de saude publica no mundo (Lugo e Bewley, 2008).

A estimativa da Organizagdo Mundial de Saude é que mais de oito milhdes de
pessoas contraiam e aproximadamente dois milhées morram de TB por ano no mudo (WHO,
2006). A TB é uma doenca infecto-contagiosa que esta intimamente associada a pobreza,
ocorrendo principalmente nos paises em desenvolvimento, e que tem sido exacerbada,
desde os anos 80, pela epidemia do HIV (McShane, 2005; Derrick e Morris, 2007).

M. tuberculosis pertence a familia Mycobacteriaceae, sendo o principal agente
etiolégico da TB humana (Pfyffer et al., 1998; Barrera, 2007). E necessario recorrer a técnica
de coloragao especial (Ziehl-Neelsen) para a visualizagao das células de M. tuberculosis,
pois a coloracao pela técnica de Gram ¢ ineficaz devido aos acidos micdlicos presentes na
parede celular desse bacilo (Holt et al., 1994).

Desde o seu isolamento em 1905, a linhagem M. tuberculosis H37Rv tem sido
aplicada mundialmente em pesquisas, pelo fato de manter plena viruléncia em modelos
animais de TB ao contrario de alguns isolados clinicos e por ser suscetivel as drogas e ser

propicio a manipulacdo genética. A sequéncia completa e a anotagdo do genoma desta
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linhagem foram publicados em 1998 (Cole et al., 1998) e re-anotado em 2002 (Camus et al.,
2002).

A quimioterapia padrédo contra a TB consiste em dois meses de tratamento com a
administragéo das drogas anti-TB de primeira geragao (isoniazida, rifampicina, pirazinamida
e etambutol), seguida por outra fase com a administragao de isoniazida e rifampicina por
mais quatro meses, totalizando seis meses de tratamento (Who, 2005). Entretanto,
dificuldades ao tratamento e ao controle da TB é a ocorréncia de linhagens de M.
tuberculosis multidrogas resistentes (MDR-TB) e extensivamente droga-resistentes (XDR-
TB) (Gandh et al., 2006). Aliado a isso, o longo periodo de tratamento exigido acaba
resultando no abandono do mesmo, tendo reflexos importantes no controle da doenga e no
aparecimento de bacilos resistentes (Silva, 1999; Zhang, 2005).

Assim, a prevencao da TB se torna importantissima, sendo a BCG a unica vacina
disponivel para uso clinico. A primeira vacinagao utilizando BCG foi realizada em 1921, em
Paris, e no Brasil os programas de imunizagdo com a vacina iniciaram em 1927 (Hijjar et al.,
2007). Estima-se hoje que cerca de 3 bilhdes de pessoas ja tenham sido vacinadas com a
BCG, o que torna esta a vacina a mais amplamente utilizada no mundo (Martin, 2005;
Dietrich, Weldingh e Andersen, 2006).

Embora venha sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros paises, a eficacia
da vacina BCG permanece controversa. Verificou-se que a vacina € capaz de proteger
criangas com uma eficacia maior que 80% contra as formas mais severas de TB, incluindo a
meningite tuberculosa e a TB miliar (Trunz et al., 2006; Liu et al., 2009). Em contraste, a
eficacia da vacina contra a TB pulmonar em pacientes adolescentes e adultos varia de 0 a
80%, dependendo da populagdo estudada (Brewer, 2000; Britton e Palendira, 2003; Liu et
al., 2009). Apesar de controverso, tem sido estimado que o efeito da vacinagédo com BCG
nao é mais significativa apés 10 anos da imunizagao (Sterne, Rodrigues e Guedes, 1998).

Diante dos motivos expostos acima, faz-se necessaria pesquisa e o desenvolvimento
de novas vacinas contra a TB, mais seguras, eficazes e sem efeitos colaterais,
especialmente para individuos imunocomprometidos. Além disso, a criagcdo de uma nova
vacina que possa aumentar a imunidade de individuos ja vacinados com a BCG certamente
€ uma das intervengdes que poderiam ter um grande impacto sobre o nimero de novos

casos de TB na populagdo adulta mundial (Dietrich, Weldingh e Andersen, 2006).

11.3.2 Vacinas contra a tuberculose

Em 1991, Andersen e colaboradores observaram que o sobrenadante na fase inicial

de crescimento da cultura de M. tuberculosis apresentava diversos antigenos secretados
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com grande potencial imunogénico (Andersen et al. 1991). Com isto, a demonstragéo de
que vacinas baseadas em proteinas secretadas poderiam proteger eficazmente contra a TB
levou ao inicio de extensos programas para a descoberta de novos antigenos, sendo que,
atualmente, diversos destes estdo sendo testados para a criagdo de novas vacinas contra a
TB.

Exemplos de proteinas secretadas por M. tuberculosis s&o as proteinas Ag85B,
TB10.4, ESAT-6, Mtb32 e Mtb39, sendo que fracbes purificadas de algumas dessas
proteinas tém sido utilizadas em ensaios de imunizacdo e tém se mostrado eficazes em
gerar uma resposta imune efetiva contra a TB (Olsen et al., 2004; Kamath et al., 2008).

Assim, nos ultimos anos, o grande esfor¢o internacional para o controle da TB
resultou em mais de 200 candidatos a vacina contra a TB, testados em camundongos,
porcos da india e primatas (Ginsberg, 2002; Orme, 2005; 1zzo et al., 2005). Dentre elas
estdo as vacinas baseadas em linhagens de micobactérias atenuadas ou inativadas, as
vacinas de subunidade ou protéicas, as vacinas baseadas em microrganismos vivos
recombinantes e as vacinas génicas. Muitas dessas vacinas se encontram em fase de
ensaio clinico (Ginsberg, 2002; Reed e Lobet, 2005).

11.3.3 A familia ESAT-6

ESAT-6 (“6-kDa Early Secreted Antigenic Target’), uma proteina de 95 aminoacidos
(aa) e peso molecular de 6 kDa (Sorensen et al., 1995; Berthet et al., 1998), esta localizada
na denominada regido de diferenca 1 (RD1), regido gendmica que esta ausente em todas as
linhagens atenuadas de M. tuberculosis (Brodin et al., 2002), como em M. bovis (BCG), mas
presente e expresso em todas as linhagens virulentas de M. tuberculosis; 0 que evidencia o
papel chave que este antigeno desempenha na viruléncia deste patéogeno (Gordon et al.,
1999; Behr et al, 1999, Pym et al, 2002). Assim, esta regido representa um dos mais
interessantes loci gendmicos destas bactérias, por estar envolvida simultaneamente na
viruléncia e na imunidade da doenga (Brodin et al., 2004).

A andlise da sequéncia gendmica de M. tuberculosis tornou evidente que ESAT-6 foi
o protétipo de uma grande familia de proteinas relacionadas, composta por 23 membros na
linhagem de M. tuberculosis H37Rv, localizados em 11 loci genémicos diferentes, sendo
seus genes nomeados geneticamente de esxA-W, com esxA codificando ESAT-6 e esxB
codificando CFP-10 (“10-kDa Culture Fltrate Protein”) (Cole et al., 1998; Brodin et al., 2004).
O heterodimero de ESAT-6 e CFP-10 é secretado provavelmente de forma Sec-
independente (Cole et al., 1998) por um sistema chamado de sistema de secrec¢ao do tipo 1
de ESAT-6 (ESX-1) (Brodin et al., 2004).
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11.3.4 ESAT-6 como um antigeno vacinal

Dada a dimensao global da TB, a vacinagdo nao € apenas uma prioridade, mas
continua a ser a unica intervencgéao realista da saude publica que é capaz de interferir tanto
na incidéncia quanto na prevaléncia da doenca. A identificacdo de ESAT-6 como um
antigeno imunodominante para células T nos primeiros estagios da infecgao (Andersen et
al., 1995; Sorensen et al., 1995) levou a uma investigagdo mais detalhada do seu papel na
imunidade da TB. Em cinco de seis linhagens geneticamente diferentes de camundongos,
células T especificas para ESAT-6 constituiram de 25 a 35% de tais células recrutadas na
primeira fase da doenga (Brandt et al., 1996). Do mesmo modo, na primeira fase da infecgéo
em seres humanos (Ravn et al., 1999), gado (Pollock e Andersen et al., 1997) e porcos da
india (Elhay et al., 1998), ESAT-6 foi um importante alvo para a resposta de células T. Em
um estudo utilizando ELISPOT (“Enzyme-Linked Immunosorbent Spot”), respostas a ESAT-
6 foram encontradas em 96% dos pacientes com a doenga; o que representa uma
freqUiéncia de reconhecimento nao encontrada antes com qualquer outro antigeno sozinho
(Lalvani et al., 2001). Além disso, uma forte resposta com anticorpos para ESAT-6 foi
encontrada em individuos infectados com a TB (Lyashchenko et al., 1998a), em primatas

nao-humanos (Brusasca et al., 2003) e bovinos (Lyashchenko et al., 1998b).

11.3.4.1 Vacinas em desenvolvimento utilizando ESAT-6

Diversos estudos para a criagdao de novas vacinas contra a TB foram realizados
utilizando-se ESAT-6. Foi demonstrado que ESAT-6 pode induzir prote¢cdo imunoldgica
como uma vacina de DNA ou como vacina de subunidade (Kamath et al., 1999, Li et al,,
1999; Brandt et al., 2000; Dietrich et al., 2006), induzindo resposta imune seja sozinho (Xu et
al., 2008) ou em combinacdo ou fusdo com outros antigenos de M. tuberculosis, como
Ag85B (Olsen et al., 2001; Carpenter et al., 2005; Chang-hong et al., 2008; Dissel et al.,
2010). Epitopos de ESAT-6 combinados a epitopos de outros antigenos de M. tuberculosis
também vem sendo utilizados como vacina de DNA, levando a efeitos protetores
equivalentes e até superiores a vacinacao somente com a BCG (Gao et al., 2009a; Gao et
al., 2009b). Além disto, a proteina ESAT-6 vem sendo utilizada como um reforgo (boost)
para a vacina BCG (prime) (Dietrich et al., 2007) e também no desenvolvimento de BCG e
outras bactérias recombinantes (Hall et al., 2009; Xu et al., 2009; Xu et al., 2010).
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Vacinas de DNA

A vacina de DNA codificando ESAT-6 e o FIt3 ligante, um fator de crescimento de
células dendriticas, induziu maior resposta tipo TH1 em camundongos, comparando-se com
os controles imunizados com PBS (“Phosphate Buffered Saline”), vetor sem ESAT-6 e BCG,
além de niveis mais elevados de proliferacdo de linfocitos e produgao elevada de citocinas
do perfil Th1 (IFN-y e IL-2) por células do bago, bem como o aumento de anticorpos
especificos no soro, e menores niveis de citocinas do perfil Th2 (IL-4 e IL-10) (Xu et al.,
2008).

A proteina de fusdo Ag85B/ESAT6 como vacina de DNA pode induzir altos niveis de
anticorpos especificos IlgG2a em camundongos, levando também a proliferacédo de linfécitos
especificos para Ag85B e ESAT6 no baco, além da produgéo de altos niveis de IFN-y e IL-2,
semelhante a resposta provocada pela BCG. Esta vacina de DNA levou a significativa
protecao contra o desafio com M. tuberculosis H37Rv, com redugdo no numero de unidades
formadoras de coldnia da bactéria no baco e pulmao, enquanto que no grupo controle, estes
6rgaos foram seriamente danificados (Chang-hong et al., 2008). Em outro trabalho, a
imunizacdo intramuscular com trés plasmideos, para a expressdo de MPT64, Ag85B e
ESAT-6, separadamente, levou a um melhor grau de protegcdo contra a TB em
camundongos desafiados com M. tuberculosis, comparando-se aos imunizados com apenas
um plasmideo (Kamath et al., 1999).

Vacinas de DNA vém sendo criadas a partir de subsequéncias de proteinas
(epitopos) selecionadas com padrées de aminoacidos que permitem ligagdo as moléculas
de MHC humana, resultando em uma vacina de DNA multiplo-epitopos (ECANS - Epitopes
Casted in a Natural Structure). Epitopos dos principais antigenos de M. tuberculosis (ESAT-
6, Ag85A, CFP-10 e Ag85B) foram clonados no dominio intermediario de HSP65 para a
imunizacdo de camundongos, resultando em uma resposta imune celular especifica:
aumento significativo da proliferacdo de linfécitos especificos, na secre¢cao de IFN-y e na
atividade de linfocitos T citotéxicos, em relagdo aos animais que foram vacinadas somente
com a BCG (Gao et al., 2009b). Em outros estudos, os mesmos epitopos também levaram a
maiores niveis da citocina IL-12 e aumento na relagdo IgG2a/lgG1, indicando uma resposta
imune predominantemente tipo Th1 ativada por pECANS (Gao et al., 2009a).

A combinacao da vacina de DNA codificando ESAT-6 com a BCG também resultou
em maior protecdo em relacdo a BCG sozinha, levando a uma forte resposta de células T,
producao de maiores niveis de IFN-y, levando a diminuigdo de bactérias no pulmao e baco e
reducao da histopatologia pulmonar (Fan et al., 2007).

Camundongos vacinados em um regime DNA prime-protein boosting, utilizando-se
ESAT-6 como antigeno nos dois casos, tiveram a resposta celular (TH1 e TH2) e humoral

significativamente aumentadas em comparacao a vacina de DNA ou proteina ESAT-6 em
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separado, além de aumento na produgédo de citocinas do perfil Th1 (IFN-y), aumento na
proporcao relativa de 1I9gG2a/lgG1 e aumento de células T citotéxicas (Wang et al., 2004).

Porém a via de imunizag&o utilizadas nos trabalhos acima s&o majoritariamente
intramuscular (Kamath et al.,, 1999; Wang et al., 2004; Fan et al., 2007; Chang-hong et al,
2008; Xu et al, 2008; Gao et al, 2009a; Gao et al., 2009b), a qual € uma rota de
administragdo pouco eficiente em estimular a imunidade de mucosas. Este tipo de
estimulacdo é importantissimo para a protegcao contra a TB, visto que esta é a primeira
superficie a entrar em contato com o patégeno. Além disto, as vacinas administradas por via
intramuscular requerem adjuvantes, pois as que utilizam DNA nu necessitam de mudltiplas
doses de grandes quantidades de plasmideo para a geracao de resposta e protecao
adequada (Lowrie et al., 1997).

Assim, devido a necessidade do desenvolvimento de vacinas contra a TB que ativem
uma resposta imune completa, incluindo imunidade de mucosas, Wang et al. (2009)
utilizaram uma linhagem patogénica atenuada de Salmonella typhimurium como um veiculo
para a entrega da vacina de DNA com a proteina de fusdo ESAT6-Ag85B (SL(E6-85B)). Os
dados experimentais demonstraram que esta vacina de DNA induziu a uma forte resposta
imune especifica de mucosa, além da humoral e celular. Apés o desafio de camundongos
com M. tuberculosis H37Rv, foi verificado que SL(E6-85B) foi tdo eficiente quanto a BCG no
controle da TB, porém SL(E6-85B) combinada com BCG foi ainda mais eficaz, resultando
em maior controle do crescimento bacteriano, menor inflamagdo e melhoria global na
resposta imune. Contudo, bactérias patogénicas apresentam riscos de reversao, nao sendo
totalmente seguras para uso humano, especialmente em criangas e pacientes

imunocomprometidos (Dunham, 2002).
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lll. OBJETIVOS
Ill.1 Objetivo Geral

e Construir e avaliar a funcionalidade de um plasmideo vacinal para a expressao do
antigeno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis em células mamiferas, utilizando

uma bactéria lactica invasiva como veiculo carreador.

lll. 2 Objetivos especificos

e |solar a ORF do antigeno ESAT-6 de M. tuberculosis;
e Clonar a ORF ESAT-6 no vetor pValac;

e Transfectar células de mamiferos da linhagem Flp-In"™-CHO com o plasmideo
pValac:ESAT-6;

e Verificar a funcionalidade do plasmideo pValac:ESAT-6 em células mamiferas, in

vitro, transfectadas com o mesmo através de RT-PCR;

e Verificar a capacidade de produgao da proteina ESAT-6 pelas células transfectadas

com pValac:ESAT-6 por Western Blotting;

¢ Verificar a capacidade de produgao da proteina ESAT-6 pelas células transfectadas

com pValac:ESAT-6 através de Imunocitoquimica;

e Transformar L. lactis FnNBPA com o plasmideo pValac:ESAT-6.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1 Linhagens bacterianas, plasmideos, condi¢cées de cultivo e
estocagem

As linhagens bacterianas empregadas neste trabalho estao listadas na Tabela 2 e os
plasmideos utilizados na Tabela 3 e Figura 4. O meio de cultivo utilizado para o crescimento
de L. lactis foi o BHI (“Brain Heart Infusion”), e quando necessario 5 ug/mL do antibiético
eritromicina (Sigma) foram adicionados ao meio. As linhagens foram crescidas a 30°C sem
agitacdo. Para culturas em meio sélido, 1,5% de agar bacteriolégico (Difco) foi adicionado
aos meios citados. Para fins de estocagem, as linhagens de L. /actis, foram cultivadas em
meio liquido por um periodo de 18 horas. Em seguida, as culturas foram diluidas (1:4) em
uma solucao estéril de glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C.

As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani) e quando
necessario, o meio foi suplementado com 10 ug/mL do antibiético clorafenicol (Cm) (E. coli
pValac), ou 50 yg/mL do antibiético canamicina (Km) (E. coli pTOPO), ou 100 ug/mL do
antibiotico ampicilina (Amp) (E. coli pUC18 ou pUC19). As linhagems foram crescidas a
37°C sob agitagéo. Para culturas em meio solido, 1,5% de agar bacterioldgico (Difco) foi
adicionado aos meios citados. Para fins de estocagem, as linhagens de E. coli foram
cultivadas em meio liquido por um periodo de 18 horas e em seguida, as culturas foram
diluidas (1:1) em uma solugéo estéril de glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer a
-80°C.

Meios e Solugées:

Luria-Bertani (LB): 25 g do meio LB (Accumedia®) foram pesados na balanga analitica e
em seguida foi acrescentada agua destilada, completando-se o volume para 1 L. Para o
preparo de meio sélido, 1 L do meio LB liquido foi acrescido de 15 g de agar bacteriolégico
(Difco). Posteriormente, o meio foi esterelizado durante 15 minutos a 121°C e distribuido em
placas de petri. Composicao do meio: digestdao enzimatica de caseina 10 g/L; Extrato de
levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; pH 7,3 £ 2, a 25°C (Acumedia®).

Brain Heart Infusion (BHI): 37 g do meio BHI (Himedia®) foram pesados na balanga
analitica e em seguida foi acrescentada agua destilada, completando-se o volume pra 1 L.
Para o preparo de meio sélido, 1 L do meio BHI liquido foi acrescido de 15 g de agar
bacteriolégico (Difco). Posteriormente, o meio foi esterelizado durante 15 minutos a 121°C e

distribuido em placas de petri. Composi¢ao do meio: infusao de cérebro de bezerro 200 g/L;
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infusdo de coragao 250 g/L; peptona 10 g/L; dextrose 2 g/L; cloreto de sodio 5 g/L; fosfato
dissédico 2,5 g/L; pH 7,4 + 2, a 25°C (Himedia®).

Cloranfenicol (10 mg/mL): 100 mg de Cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em 10 mL
de alcool etilico PA (Merck) e a solugao foi esterelizada, com o auxilio de um filtro 0,22 ym

(Corning), em capela de fluxo laminar (Pachane).

Eritromicina (50 mg/mL): 500 mg de Eritromicina foram dissolvidos em 10 mL de &lcool
etilico PA (Merck) e a solugao foi esterelizada, com auxilio de um filtro 0,22 pym (Corning),

em capela de fluxo laminar (Pachane).

Canamicina (100 mg/mL): 1000 mg de Canamicina foram dissolvidos em 10 mL de agua
MiliQ (Merck) e a solucao foi esterelizada, com auxilio de um filtro 0,22 ym (Corning), em

capela de fluxo laminar (Pachane).

Ampicilina (100 mg/mL): 1000 mg de Ampicilina foram dissolvidos em 10 mL de agua MiliQ
(Merck) e a solucgéao foi esterelizada, com auxilio de um filtro 0,22 ym (Corning), em capela

de fluxo laminar (Pachane).
Glicerol (80%): 80 mL de glicerina foram dissolvidos em de agua Milli-Q, completando-se o
volume para 100 mL. Em seguida, a solugao foi esterelizada, por autoclavagéo, a 121°C por

15 minutos. aliquotada e estocada a 4°C.

Tabela 2: Linhagens bacterianas

Linhagem Caracteristicas Fonte
Lactococcus lactis N Q tal
(MG1363) FnBPA (fnbA/Ery’) ue et at.,

2001
Escherichia coli (GFP: C) b Guimaraes et
. ;Cm
(TG1) pValac:gfp al., 2009
Escherichia coli
TOP10 (hsdR; mcrA; lacZAM15; endA1; recA1) Invitrogen
Focherchia coll | [supE, hsd, AS, thi, Alac-proAB), F'(traD36 Invitrogen

proAB-lacZA M15)]

P Linhagens de L. lactis e E. coli pertencentes ao Laboratorio de Genética Celular e Molecular
(LGCM) da Universidade Federal de Minas Gerais em colaboragdo com o grupo do Dr. Philippe
Langella do Instituto Nacional de Pesquisas Agronémicas (INRA, Franga).
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Tabela 3: Plasmideos utilizados

Plasmideo Caracteristicas relevantes Fonte
Zero Blunt® Vetor de clonagem: Invitrogen
TOPO® (Piac; lacZa; ccdB; Km'; Zeo" ; pUC ori;)® 9
Vetor de expressao eucariotica: Guimarses et
R b
pValac (pCMV/ Cm"~/ RepA/RepC) al., 2009
_ (PCMV/CmF~/RepA/RepC/ gfp)° Guimarées et
pValac:gfp al., 2009
pOri23-fbA Shuttle vetor: (fnbAlori ColE1/P23/EryR)? Q“go‘f)tf’"
R e
pValac:ESAT-6 (PCMV/ Cm/ RepA/RepC/ ESAT-6) Este trabalho

% Piac: promotor do operon lac; Km": gene que confere resisténcia & canamicina; pUc ori: origem de
replicagéo; ccdB: gene letal; Zeo™: gene de resisténcia a zeomicina;.

bicle. pValac: Vaccination using Lactic acid bactéria; pCMV: promotor do citomegalovirus; RepA e
RepC: origens de replicagdo procaridtica; cm®: gene de resisténcia ao cloranfenicol; gfp: ORF do
gene codificador da proteina verde fluorescente; ESAT-6: ORF do gene codificador da proteina
ESAT-6 de M. tuberculosis.

% Plasmideo contendo o gene codificador da proteina FnBPA de Staphyloccocus aureus; EryR
resisténcia a Eritromicina; ori ColE1: origem de replicagao; P23: promotor cromossdmico de L. /actis
1363.

PolyA site
BGH priming site
MCS
T7 priming site /§
—_ RepC
pCMV _
pValac
3750 bp
~___ RepA
-
Cm

Figura 4: Representagao do vetor de expressdo eucaridtica pValac (Vaccination using Lactic
acid bacteria) - pCMV: promotor do citomegalovirus; MCS: sitio de clonagem multipla; BGH priming
site e T7 priming site: primer para amplificagdo e/ou sequénciamento do inserto; polyA site: seqiiéncia
sinal de poliadenilagdo do Hormdnio Bovino de Crescimento; RepA e RepC: origens de replicagao
procariética; Cm: gene de resisténcia ao cloranfenicol
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IV.2 Manipulagao do DNA

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulacédo dos
DNAs plasmidianos foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos (Sambrook,
Fritsch e Maniatis, 1989), com algumas modificagdes (especificadas junto aos métodos),
e/ou segundo a recomendagao do fabricante dos kits. A qualidade do material obtido,
incluindo sua concentragao e pureza, foi estimada através da resolugao eletroforética em gel
de agarose a 1% e também por leitura em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de
260 e 280 nm. As enzimas de modificagdo e restricao, quando utilizadas, seguiram as
recomendacdes do fabricante. As seqliéncias nucleotidicas dos insertos fordo confirmadas

através de sequenciamento (Sanger et al., 1977).

IV.3 Resolugéao Eletroforética

Todas as amostras de DNA fordo resolvidas em gel de agarose a 1%, assim como
segue. Ao DNA, foi adicionado tamp&o de amostra 5X e o mesmo foi resolvido em gel de
agarose a 1% em tampao TBE 0,5X, contendo 3,5% de brometo de etideo (0,5 ug/mL). As
resolugcbes eletroforéticas foram realizadas a 100 V durante aproximadamente 1 hora. O
DNA foi visualizado em fotodocumentador, onde o gel foi fotografado sobre um
transluminador de luz ultravioleta a 320 nm, através do sistema de documentagao
fotografica “Kodak Digital Science TM DC40 Camera” (Kodak). A foto foi processada pelo
programa “Eletrophoresis Documentation and Analysis System” (Kodak). O tamanho dos
fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de DNA de peso molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).

Solugées

Brometo de etidio: Solugao estoque a 5 mg/mL; Utilizou-se a 0,5 pyg/mL.

TBE (10X): 54 g de Tris; 27,5 g de acido boérico; 20 mL de EDTA 0,5 M (pH 8,0 - 8,5); agua
destilada qg.s.p. 1L.

Tampao de amostra: Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 2,5X.
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IV.4 Amplificagcao da ORF ESAT-6

A amplificagao, por PCR (“Polymerase Chain Reaction”), do fragmento de DNA de
300 pb, contendo a sequéncia codificadora do gene ESAT-6, foi realizada a partir do DNA
genémico de M. tuberculosis linhagem H37Rv (Genbank accession number AL123456).
Para isto, dois oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados de forma
complementar a seqliéncia codificadora do gene ESAT-6, contendo ainda um sitio artificial
de restricdo em cada extremidade (BamHI| e EcoRIl) e a sequéncia de Kozak iniciando a
ORF ESAT-6 no primer Foward (Tabela 4).

As reacgbes de PCR foram realizadas em um volume de 50 uL contendo 5 uL tampao
de amplificagdo Pfx 10X (Invitrogen), 1,5 uL de dNTP 10 mM (Invitrogen), 2 uL de MgSO, 50
mM (Invitrogen), 1 yL do primer foward e 1 pL do primer reverse, ambos a 100 pMoles/pL,
0,5 uL do DNA total de M. tuberculosis (100 ng/uL), 1 yL da enzima DNA polimerase Pfx
Platinum® 2,5 u/pL (Invitrogen) e 39 pL de agua miliQ estéril. A amplificagdo por PCR foi
realizada sob as seguintes condigbes: primeira desnaturagdo a 94°C durante 5 minutos,
seguida por 29 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos; anelamento dos
primers a 62°C por 30 segundos; extensdo a 68°C durante 1 minuto; e extenséao final por 7
minutos a 68°C. A reagdo ocorreu em um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX
TECHNIK, Inc.). As seqiéncias dos iniciadores, dos sitios de restricdo e o tamanho do
fragmento amplificado encontram-se na tabela 4.

O volume total da reagao de PCR, acima descrita, foi depositado e resolvido em gel
de agarose a 1%. Ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA correspondentes ao
amplicon ESAT-6 (300 pb), foram purificados com o Kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification (GE), de acordo com as especificagbes do fabricante. A concentragéo e a
pureza do DNA purificado foi entdo estimada através de resolucao eletroforética em gel de

agarose a 1% e a leitura realizada em espectrofotometro.
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Tabela 4: Primers utilizados na PCR da ORF ESAT-6.

Iniciador “forward” de ESAT-6

Sitio de restricao para a enzima
BamHI esta sublinhado e 5 — GGATCCACCATEGAGCAGCAGTGGAATTTCGCG - 3’

Sequéncia de Kozak marcada

Iniciador “reverse” de ESAT-6

Sitio de restrigdo para a enzima 5 — GAATTCCTATGCGAACATCCCAGTGACG - 3’
EcoRI esta sublinhado

Tamanho do fragmento amplificado 300 pb

IV.5 Clonagem da ORF ESAT-6 no sistema TOPO

IV.5.1 Confeccgao de Escherichia coli eletrocompetente

100 pL de uma cultura de E. coli TOP10 ou TG1 (Tabela 2), contendo
aproximadamente 10° unidades formadoras de colénia (UFC), foram inoculados em 5 mL de
meio LB, sem antibiético, e incubados a 37°C, durante 18 horas sob agitagao. Em seguida,
uma aliquota de 3 mL desta cultura foi inoculada em 300 mL de LB e incubada a 37°C sob
agitacdo até atingir uma densidade o6ptica a 600 nm (DOgoonm) entre 0,2 e 0,3. Uma vez
alcangada a DO desejada, a cultura foi resfriada, em gelo, por 30 minutos e redistribuida em
seis tubos falcon com 40 mL de cultura em cada. Posteriormente, cada cultura foi
centrifugada a 4.000 rpm (Rotagdes por Minuto) durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado. Assim, para a lavagem do precipitado celular, a cada tubo foram adicionados 40
mL de uma solucao, estérial e gelada, de glicerol 10% e as células foram ressuspensas. Os
tubos foram novamente centrifugados a 4.000 rpm por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado.

Esse processo de centrifugagdo e lavagem foi repetido mais trés vezes e, apds a
ultima lavagem, o precipitado celular unificado foi ressuspenso em 1 mL da solucdo de
glicerol 10% e aliquotas de 100 pL foram estocadas a -70°C.

Para analise da eficiéncia de transformacao, uma aliquota (100 pyL) com células
eletrocompetentes, congelada a -70°C, foi colocada no gelo durante 5 minutos. Em seguida

adicionou-se 10 ng do plasmideo pUC18 ou pUC19 (Amp") e a mistura foi incubada por 10
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minutos no gelo. Em seguida a mistura foi transferida para cubetas de eletroporagéo (2 mm)
(BioAgency), previamente resfriadas. As amostras foram submetidas a um pulso de 250 V,
capacitancia de 25 uF e resisténcia de 200 Q utilizando-se um eletroporador GenePulser
XCellTM Electroporation System Quick Guide (Bio-RAD). Imediatamente apds o pulso,
adicionou-se as células 1 mL de meio LB a 37°C e incubadas a 37°C em Banho Maria, sem
agitagdo, por duas horas. Diluigbes de 102, 10* e 10 foram semeadas em meio LB agar

suplementado com ampicilina (100 ug/mL) e incubadas a 37°C durante 18 horas.

IV.5.2 Transformagéao de Escherichia coli TOP10

O amplicon purificado e correspondente a ORF ESAT-6 foi submetido a uma reagéo
de ligagéo no vetor Zero Blunt® TOPO® (Figura 5) (Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit,
Invitrogen) para a geragéo do plasmideo intermediario pTP:ESAT-6. A ligacao foi realizada
conforme as instrugdes do fabricante. O produto de ligagdo (pCR®-Blunt II-TOPO® e inserto
ESAT-6) foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de E. coli TOP10
preparadas de acordo com o protocolo descrito no item 1V.5.1, com eficiéncia de 1 x 10’
UFC por micrograma de DNA.

A transformacdo foi conduzida por eletroporagdo seguindo-se 0s mesmos
parametros descritos no item 1V.5.1. Para tanto, uma aliquota (6 uL) do produto de ligagéao
foi misturada com 100 pL de células eletrocompetentes e incubados no gelo por 10 minutos.
A eletroporacao foi realizada no aparelho GenePulser XCellTM Electroporation System
Quick Guide (Bio-RAD). Para o controle negativo, 100 uL de células eletrocompetentes

foram transformadas sem adi¢cao de qualquer plasmideo.
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Figura 5: Representagao esquematica do vetor Zero Blunt® TOPO®, destacando-se o sitio de
clonagem multipla do mesmo. Os sitios das respectivas endonucleases de restricdo estdo
indicados no local da clivagem. As setas indicam o inicio da transcrigdo para T7 e SP6 polimerases. A
sequéncia de anelamento dos primers M13 Foward e Reverse, utilizados para o sequénciamnto do
produto da PCR (inserto), estdo destacados na figura (Fonte: User Manual Zero Blunt® TOPO® PCR
Cloning Kit, Invitrogen).

O processo de selecao dos transformantes consistiu em semear aliquotas de 50 pL,
100 pyL e o restante (850 pL centrifugados), da suspensao de células eletroporadas em
placas de Petri contendo meio LB agar suplementado com 50 pg/mL de canamicina. As
culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 18 horas. Apds este periodo as
placas foram avaliadas quanto a presenga de col6nias resistentes a Km. A etapa seguinte
consistiu na selecédo de clones de cada uma das placas para proceder com a extracao de

plasmideos e confirmar a presenca do inserto ESAT-6 nos mesmos.

IV.5.3 Extragdo do DNA plasmidiano de Escherichia coli TOP10

Cada colbnia selecionada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo Km 50 uyL/mL

e mantidos, por cerca de 18 horas, a 37°C sob agitacdo. Uma aliquota de 1 mL de cada
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cultura foi estocada em freezer a -80°C utilizando-se glicerol 80% na proporgéo de 1:1. O
restante do indculo foi transferido para tubos de microcentrifuga e procedeu-se com a
extracdo de plasmideos com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), conforme recomendacgdes do fabricante ou pelo método de lise alcalina descrito
por Sambrook et al. (1989), com algumas modificagbes, como segue: 4 uL de indculo
crescido por aproximadamente 18 horas a 37°C foram centrifugados por 7 minutos a 13.000
rpm e o precipitado celular coletado e ressuspenso em 200 pyL da solugéo |. Apds cinco
minutos, 400 pL da solucao Il foram acrescentadas a mistura anterior. Apés 2 minutos foram
adicionados 100 uL de cloroférmio e, logo em seguida, 300 pL da solugao Ill. A mistura foi
centrifugada a 13000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante (cerca de 500 pL) foi coletado em
novos tubos onde foi feita a adicdo de 2,5 volumes de etanol absoluto, 10% de Acetato de
Sdédio (3 M) e 1% de Glicogénio (20 mg/mL). Os tubos foram entdo incubados por
aproximadamente 30 minutos em freezer -80°C. Apds esse periodo, foram centrifugados por
15 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante descartado. Apds lavagem com etanol 70% (1
mL), o precipitado foi ressuspenso em 20 yL de agua milli-Q estéril. Quando necessario, o
DNA foi tratado com 1 pL de RNase A (100 uyg/mL) em Banho Maria a 37°C por uma hora. A
presenca e a qualidade dos plasmideos foram verificadas através de eletroforese seguindo

0S mesmos parametros ja descritos no item 1V.3

Solucgées:

Solucao | (Ressuspengdo): Sacarose ou glicose 50 mM (1 mL); Tris-HCI 25 mM pH 8.0
(0,25 mL); EDTA 10 mM pH 8.0 (0,2 mL); agua destilada gq.s.p. 10 ml

Solugéo Il (Lise): NaOH 0,2 N (200 pL); SDS 1% (250 pL); agua destilada q.s.p. 5 mL

Solugéo Il (Neutralizagao): acetato de potassio 5 M (60 mL); acido acético glacial (11,5

mL); agua destilada g.s.p. 100 mL.
Glicogénio (20 mg/mL): 100 mg de glicogénio dissolvidos em 5 mL de agua Milli-Q.

Acetato de Sédio (3M): 246 g acetato de sddio dissolvidos em 1 L de agua destilada.
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IV.5.4 Confirmacao da presenca e do tamanho do inserto ESAT-6 no plasmideo Zero
Blunt® TOPO®

Para verificar a presenca do inserto e o peso molecular do fragmento de DNA
clonado no vetor Zero Blunt® TOPO®, o inserto do DNA plasmidiano foi amplificado por PCR
utilizando-se os mesmos iniciadores descritos na tabela 4 e também digeridos com as
endonucleases de restricdo BamHI e EcoRl.

As reagoes de PCR foram realizadas em um volume de 25 yL contendo: 2,5 puL 10X
PCR Buffer (Invitrogen); 0,75 puL de dNTP 10mM (Invitrogen); 0,3 pL de MgSO, 50 mM
(Invitrogen); 0,5 uL do primer foward e 0,5 uL do primer reverse, ambos a 100 pMoles/pL;
0,5 uL da miniprep (100 ng/uL); 0,5 uL da enzima Taq DNA Polymerase Recombinant (5
u/pL) (Invitrogen); 19,65 pL de agua milli-Q estéril. A amplificacdo por PCR foi realizada sob
as seguintes condi¢des: primeira desnaturagao a 94°C durante 3 minutos, seguida por 30
ciclos de desnaturagao a 94°C durante 45 segundos; anelamento dos primers a 65°C por 30
segundos; extens&o a 72°C durante 1 minuto e 30 segundos e extenséo final por 10 minutos
a 72°C. A reagao ocorreu em um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK,
Inc.). Apos a reagao, 1 uL do produto amplificado foi depositado e resolvido em gel de
agarose a 1% sob as mesmas condi¢gdes descritas no item [V.3.

A reacao de digestao foi realizada em um volume de 20 pL, que consistiu em 10 pL
de DNA da miniprep (100 ng/pL), 2 pyL de tampao REact3 (Invitrogen), 1 pyL da enzima
BamHI (Invitrogen), 1 yL da enzima EcoRI (Invitrogen) e 6 yL de agua Milli-Q estéril. A
reacao foi mantida a 37°C por 18 horas. Logo apds, 10 uL da reacao de digestdo foram
depositados e resolvidos em gel de agarose a 1% sob as mesmas condigdes descritas no
item 1V.3.

IV.5.5 Reacao de sequenciamento e andlises em silico

A seqiiéncia nucleotidica do inserto ESAT-6 clonada no vetor Zero Blunt® TOPO® foi
confirmada através de sequenciamento utilizando-se os primers M13 forward 5°-
GTAAAACGACGGCCAG-3" e M13 reverse 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3" (Figura 5) (Zero
Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit, Invitrogen). Para isto, foram escolhidos dois clones de E.
coli pTP:ESAT-6, sendo cada um dos clones sequenciado trés vezes Foward e trés vezes
Reverse. Cada amostra foi amplificada utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems), como segue: 0,5 uL de “Reaction Mix”; 1,5 yL de tampao
de diluicdo 5X; 2 uL do primer M13 forward ou reverse (0,8 pMoles/uL); 1 uL de DNA (100
ng/uL); 5 L de agua Milli-Q estéril. A reagao ocorreu em um termociclador modelo ATC 401

(NYX TECHNIK, Inc.) sob as seguintes condigdes: desnaturacgio inicial a 96°C por 1 minuto,
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seguida por 44 ciclos de 96°C por 15 segundos, anelamento dos primers a 55°C por 15
segundos e extensao a 60°C por 4 minutos.

Logo apéds, os produtos da reagao foram entdo precipitados e lavados, com o
objetivo de remover os nucleotidios marcados nao incorporados ao DNA amplificado. Para
isto, a cada amostra foi adicionado: 1 yL de EDTA 125 mM; 1 uL de acetato de sodio 3 M;
25 uL de etanol 100%. A mistura foi homogeinizada e incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente. Seguiu-se entdo com a centrifugacdo 3.000 x g por 30 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se entdo 35 uL de etanol 70% em cada tubo e os
mesmos foram centrifugados a 1.650 x g por 15 minutos a temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi novamente descartado. A amostra, precipitada e seca, foi armazenada a -
20°C até a sua aplicagcao no Sequenciador ABI3130 (Applied Biosystems).

As seqléncias obtidas foram comparadas utilizando-se o programa CAP3 Sequence

Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php), onde obteve-se um contig Unico de

cada clone, eliminando-se assim provaveis erros do sequenciamento. O contig final foi entao
analisado utilizando-se o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel
no NCBI (National Center for Biotechnology Information;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Para a comparacdo entre sequéncias de acidos

nucléicos utilizou-se o programa “BLASTn” e para a comparagado entre a sequéncia de

aminoacidos correspondente, o “BLASTX".

IV.6 Subclonagem da ORF ESAT-6 no plasmideo pValac

IV.6.1 Extragao do plasmideo pValac:gfp

Uma aliquota de 2 mL de uma cultura de E. coli pValac:gfp foi transferida para tubos
de microcentrifuga e procedeu-se com a extracdo de plasmideos com o kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme as recomendacgdes do fabricante
ou pelo método de lise alcalina descrito por Sambrook et al. (1989), conforme item IV.5.3. A
presenca e a qualidade dos plasmideos foram verificadas através de eletroforese seguindo-

se 0s mesmos parametros ja descritos no item IV.3.

IV.6.2 Digestao enzimatica do plasmideo pValac:gfp
Para a subclonagem da ORF ESAT-6 no vetor de expressao pValac:gfp (Figura 6),

os plasmideos extraidos no item IV.6.1 foram digeridos com as enzimas de restrigdo BamHI
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e EcoRIl. A primeira reagao de digestdo enzimatica foi realizada apenas com a enzima
EcoRl para a verificagao da linearizagao do plasmideo, consistindo em: 1,7 ug do plasmideo
pValac; 2 uL do tampao REact 3 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; MgCl, 10 mM; NaCl 100 mM); 1
ML de EcoRI (10 U/uL); o que totalizou um volume final de 20 pL e reagdo. A reagao foi
mantida a 37°C por 6 horas. Para verificar a qualidade da digestéo, 1 pyL da reagao foi
depositado e resolvido em gel de agarose a 1%, conforme item IV.3. Apds a visualizagao, 1
ML da enzima BamHI (10 U/uL) foi adicionada a mesma reagdo para a entéo liberacéo da
ORF gfp. A reacdo foi mantida a 37°C por mais 6 horas. Novamente, para verificar a
qualidade da digestao, 2 yL da reacao foram depositados e resolvidos em gel de agarose a

1%, conforme item IV.3.

Poly i sit
BGH priming site
ECo RI (4141) -_,,\

Bam HI (4118 A\ __RepC
GFP__

Bam HI (3414) —-_

pvalac:gfp
T7 priming site ot

4446 bp _RepA

POy —

2

cm

Figura 6: Representacido esquematica do plasmideo de expressao eucariética pValac:gfp
(Vaccination using Lactic acid bacteria) - pCMV: promotor do citomegalovirus; MCS: sitio de
clonagem multipla; BGH priming site e T7 priming site: primer para amplificagdo e/ou sequénciamento
do inserto; polyA site: seqiiéncia sinal de poliadenilagdo do Hormdnio Bovino de Crescimento; RepA e
RepC: origens de replicacao procaridtica; Cm: gene de resisténcia ao cloranfenicol; GFP: proteina
Verde Fluorescente; EcoR1 e BamH1: siteos de restricao utilizados.

IV.6.3 Purificagdo do fragmento de DNA do plasmideo pValac digerido

O volume total da reacdo de digestdo descrita no item V.6.2 foi depositada e
resolvida em gel de agarose a 1%. Ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA
correspondentes ao vetor pValac (3.750 pb), desprovidos da sequéncia codificadora da

proteina verde fluorescente (gfp, 696 pb), foram purificados com o Kit illustra™ GFX™ PCR
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DNA and Gel Band Purification (GE), de acordo com as especificagdes do fabricante. A
concentracdo e a pureza dos produtos purificados foram entdo estimadas através de
resolucao eletroforética em gel de agarose a 1% e também em espectrofotdmetro, assim

como descrito no item 1V.3.

IV.6.4 Digestao enzimatica do plasmideo pTP:ESAT-6 e purificagdo do fragmento de
DNA ESAT-6

O plasmideo pTP:ESAT-6 foi extraido a partir de um dos clones positivos de E. coli
TOP10 (itens 1V.5.2 e 1V.5.3) e confirmado por sequénciamento (item 1V.5.5). Em seguida,
foi realizada uma reagao de digestdo enzimatica que consistiu em: 30 pyL de plasmideos
pTP:ESAT-6 (3 pg); 4 puL de tampao REact 3 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; MgCl, 10 mM; NacCl
100 mM); 1 yL de BamHI (10 U/uL); 1 yL de EcoRI (10 U/uL); 4 yL de agua milli-Q estéril,
totalizando-se um volume final de 40 uL. A reagéo foi mantida por 37°C por 6 horas. O
volume total da reagao de digestao foi entdo depositado e resolvido em gel de agarose a
1%. Ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA correspondentes a ORF ESAT-6
(aproximadamente 300 pb), provida das extremidades coesivas BamHI e EcoRI, foram
purificados com o Kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE), de acordo
com as especificagdes do fabricante. A concentragdo e a pureza dos produtos purificados
foram entdo estimadas através de resolugao eletroforética em gel de agarose a 1% e

também em espectrofotdbmetro, assim como descrito no item 1V.3.

IV.6.5 Ligacdo da ORF ESAT-6 no vetor pValac

Os produtos digeridos e purificados correspondentes ao inserto ESAT-6 (item IV.6.4)
e ao vetor pValac (item IV.6.3) foram submetidos a uma reac¢ao de ligagao que conteve: 1,9
ML de ESAT-6 purificado (7,5 ng/pL); 6,2 uL de pValac purificado (10 ng/pL), o que resultou
em uma propor¢ao equimolar (3:1) de inserto/vetor; 1 uL de Ligase Buffer 10X (Promega);
1uL da enzima T4 DNA ligase (Promega). A reagado foi mantida a temperatura de 4°C
durante 18 horas. Apds este periodo, a ligagdo foi dialisada utilizando-se membrana

Millipore (filtro de 0,025 pm), durante 30 minutos em agua destilada.
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IV.6.6 Transformacao de Escherichia coli TG1 com o plasmideo pValac:ESAT-6

O produto de ligagdo entre o vetor pValac e o inserto ESAT-6 foi utilizado para
transformar células eletrocompetentes de E. coli TG1 preparadas de acordo com o protocolo
descrito no item 1V.5.1.

A transformacdo foi conduzida por eletroporacdo seguindo-se 0s mesmos
parametros descritos no item 1V.5.1. Para tanto, uma aliquota (10 uL) do produto de ligagao,
dialisada foi misturada a 100 uL de células eletrocompetentes e incubada no gelo por 20
minutos. A eletroporagédo se deu no aparelho GenePulser XCellTM Electroporation System
Quick Guide (Bio-RAD). Para o controle negativo, 100 pyL de células eletrocompetentes
foram transformadas sem adigéo de qualquer plasmideo.

O processo de selegéo dos transformantes consistiu em semear aliquotas de 50 pL,
100 uL e o restante, cerca de 850 uL centrifugados, da suspensao de células eletroporadas
em placas de Petri contendo meio LB agar suplementado com 10 pg/mL de Clorafenicol
(Cm). As culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 18 horas. Apds este
periodo, as placas foram avaliadas quanto a presencga de colbnias resistentes ao Cm. A
etapa seguinte consistiu na sele¢ao de clones de cada uma das placas para proceder com a
estocagem dos mesmos, a extragdo plasmidiana e confirmagédo da presencga do inserto
ESAT-6 no vetor pValac.

IV.6.7 Confirmagéao da presenca e tamanho do inserto ESAT-6 no vetor pValac

Cada colbnia selecionada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo Cm 10 pyL/mL
e mantidos a 37°C sob agitagao por cerca de 18 horas. Uma aliquota (1 mL) de cada cultura
foi estocada em freezer a -80°C, utilizando-se glicerol 80% na proporgao de 1:1. O restante
da cultura foi transferida para microtubos e procedeu-se com a extracdo plasmidiana pelo
método de lise alcalina descrito por Sambrook et al. (1989) com modificagdes conforme item
IV.5.3.

Para verificar a presenca do inserto e o peso molecular do fragmento de DNA
clonado no vetor pValac, o inserto do DNA plasmidiano foi amplificado por PCR utilizando os
mesmos iniciadores descritos na tabela 4 e digeridos com as endonucleases de restricao
BamHI e EcoRl.

As reacdes de PCR foram realizadas com a enzima AccuPrime™ Taq DNA
Polymerase (Invitrogen) em um volume de 25 pL contendo: 2,5 uL 10X Accuprime™ PCR
Buffer | (Tris-HCI 200 mM pH 8.4; KCI 50 mM; MgCl, 15 mM; dGTP 2 mM; dATP 2 mM;
dTTP 2 mM; dCTP 2 mM; proteina termoestavel AccuprimeTM; glicerol 10%); 0,5 yL do
primer foward e 0,5 pyL do primer reverse, ambos a 100 pMoles/uL; 0,5 yL de DNA da
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miniprep (100 ng/uL); 0,5 uL da enzima Accuprime™ Taq DNA Polymerase 5 u/pL; 20,5 pL
de agua milli-Q estéril. A amplificagao por PCR foi realizada sob as seguintes condigbes:
primeira desnaturagado a 94°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturagéo a
94°C durante 45 segundos; anelamento dos primers a 65°C por 30 segundos; extensao a
68°C durante 1 minuto e 30 segundos, extensao final por 10 minutos a 68°C. A reagao
ocorreu em um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.). Apds a
reacao, 2 UL da mesma foram depositados e resolvidos em gel de agarose a 1% sob as
mesmas condicdes descritas no item IV.3.

A reacao de digestéo foi realizada em um volume de 15 yL, que consistiu em: 11,5
ML do DNA (miniprep a 100 ng/uL); 1,5 yL de tampao REact3 (Invitrogen); 1 uL da enzima
BamHI (Invitrogen); 1 yL da enzima EcoRI (Invitrogen). Apds a reacdo, 10 yL da mesma
foram depositados e resolvidos em gel de agarose a 1% sob as mesmas condigdes

descritas no item 1V.3.

IV.6.8 Reacdao de sequenciamento e andlises em silico

A sequéncia nucleotidica do inserto ESAT-6 clonada no vetor pValac foi confirmada
através de sequenciamento utilizando-se os primers forward e reverse para a ORF ESAT-6
(Tabela 4). Para isto, um dos clones confirmados conforme o item 1V.6.7 foi utilizado para a
reacao de sequenciamento, sendo realizadas duas repeticbes deste com o primer forward e
duas com o primer reverse. Cada amostra foi amplificada utilizando-se o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) conforme o item IV.5.5. Apds
finalizada a PCR, os produtos de extensdo foram entdo precipitados e lavados, com o
objetivo de remover os nucleotidios marcados nao incorporados ao DNA amplificado,
conforme o item IV.5.5. A amostra foi armazenada a -20°C até a aplicagdo da amostra no
Sequenciador ABI3130 (Applied Biosystems).

As sequUéncias foram comparadas utilizando-se o programa CAP3 Sequence

Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php), onde obteve-se um contig Unico da

sequéncia de cada clone, eliminando-se assim provaveis erros do sequenciamento. O contig
final foi entdo analisado utilizando-se o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) disponivel no NCBI (National Center for Biotechnology Information;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Para a comparacdo entre sequéncias de acidos

nucléicos utilizou-se o programa “BLASTNn” e para a comparagado entre a seqliéncia de

aminodacidos correspondente utilizou-se o programa o “BLASTX’
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IV.7 Verificacdo da funcionalidade do plasmideo pValac:ESAT-6 em

cultura de células mamiferas

IV.7.1 Cultura de Células CHO (Chinese hamster ovary)

Células da linhagem Flp-In™-CHO Zeocina resistentes (Invitrogen), armazenadas a -
196°C (nitrogénio liquido) em criotubos e contendo meio completo com 10% de DMSO,
foram descongeladas a temperatura ambiente e rapidamente colocadas em tubo falcon com
3 mL do meio de cultura para centrifugacdo (5 minutos, 800 rpm). As células foram
acrescentados 5 mL de meio completo em garrafas de 25 cm?, mantidas em estufa de CO,
5% a 37°C (Thermo Electron Corporation) até formac¢ao de uma monocamada.

As células Flp-In™-CHO (Invitrogen) foram crescidas em garrafas de 75 cm? em meio
Nutriente Mixture F12 Ham (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco),
1% de L-glutamina (Sigma), zeocina (100 ng/mL) e 2,5% de Hepes (Sigma) ou bicarbonato
de sodio (NaHCO; - Sigma), para a manutengdo do pH. As células foram incubadas em
estufa a 37°C contendo 5% de CO,. Todas as manipula¢des foram realizadas em capela
exclusiva para cultivo celular, e as células visualizadas em microscopio invertido (Nikon
Diaphot). Apos formacao da monocamada de células, o meio foi retirado e as células foram
repicadas utilizando-se 2 mL de Tripsina (Sigma) por 3 minutos a 37°C e lavadas com PBS
(Phosphate buffered saline). O excesso de células foi descartado ou utilizado para formacéo
de nova placa. No dia posterior a tripsinizacdo, o meio de cultura foi trocado para eliminagéo

de células mortas e/ou ndo aderidas.

Solugées:

Meio Nutriente Mixture F12 Ham (Sigma): o meio foi preparado conforme recomendacgdes
do fabricante, sendo o pH ajustado para 7, esterelizado a vacuo utilizando-se filtro estéril de
0,22 ym e armazenado a 4°C, no escuro. O meio completo foi preparado adicionando-se ao
F12 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de L-glutamina (Sigma), 2,5% de Hepes (Sigma)
e 100 ng/mL de zeocina; todos filtrados anteriormente ou estéreis. Apds o preparo, 0 meio
F12 completo passou por um teste de esterelidade, onde 200 uL do meio foram colocados
em meios de cultura para bactérias (BHI e TSB), fungos e leveduras (Sabouraud) e
mantidos a 37°C ou temperatura ambiente, respectivamente. Além disto, 3 mL do meio
completo também foram colocados em vidro estéril em estufa a 37°C. Durante 14 dias, o
crescimento de bactérias e fungos foi acompanhado, sendo que com 5 dias sem

contaminagao o meio pode ser utilizado.
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L-glutamina (Sigma): 14,6124 g de L-glutamina em um volume final de agua milli-Q de 500

mL. A solugao foi entdo esterelizada utilizando-se filtro de 0,22 ym e estocada a -20°C.

Hepes (Sigma) 1 M: 23,9 g de Hepes dissolvido em 80 mL de agua milli-Q, ajustou-se o pH
para 7,2 e completou-se o volume para 100 mL. A solugao foi entado esterelizada utilizando-

se filtro de 0,22 ym.

PBS 0,15 M (1X): 80,03 g de NaCl (sigma), 2,0121 g de KH2PO4 (Sigma), 2,0165 g de KCI
(Merck), 9,1163 g de Na2HPO4 (Crq) e agua milli-Q g.s.p 10 L. A mistura foi esterelizada

por autoclavagao a 121°C 15 minutos.

IV.7.2 Transfecg¢ao de células CHO com o plasmideo pValac:ESAT-6

IV.7.2.1 Obtencao do DNA para Transfec¢ao

Os DNAs plasmidianos (pValac:ESAT-6 e pValac:gfp) utilizados para transfecgéo das
células CHO foram obtidos a partir da linhagen E. coli pvalac:ESAT-6 e E. coli pValac:gfp
(controle positivo da transfecgdo), utilizando-se o Kit Wizard® Plus Maxipreps DNA
Purification System (Promega), conforme recomendagbes do fabricante. Apds a extragao
plasmidiana, o DNA foi quantificado utilizando-se o aparelho GeneQuant (Pharmacia
Biotech). No momento da transfeccao, os respectivos DNAs foram esterelizados utilizando-

se filtro de 0,22 ym.

IV.7.2.2 Padronizagao da transfecgao de células CHO com o plasmideo pValac:gfp

As células CHO, crescidas até formacdo da monocamada, foram tripsinizadas e,
entdo, colocadas em tubo falcon e centrifugadas. O precipitado celular foi diluido em 2 mL
de meio F12 completo para contagem das células em camara de Neubauer ou no aparelho
“Contador de Células e Particulas Beckman Coulter Z1”, conforme recomendacbes do
fabricante. Placas de 6 pocos foram utilizadas para transfeccido, sendo que a cada pocgo
foram adicionadas 300.000 células e 2 mL de meio completo. As células foram mantidas
dois dias crescendo a 37°C em estufa de CO, para obtencao da confluéncia de 90-95%
necessaria para a transfecgao.

O reagente Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) foi utilizado para transfeccéo celular,
conforme recomendacgdes do fabricante. Para a padronizacdo da transfeccdo, o meio de
cultura antigo foi retirado e 2 mL de meio novo foram adicionados a cada po¢go no momento

da transfecgdo sendo que, para cada pocgo, foram utilizados 4 ug de DNA (pValac:gfp)
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diluidos em 250 L de Opti-MEM® | Reduced Serum Médium (Invitrogen) e Lipofectamine™
2000 nas proporgdes “DNA(ug):Lipofectamine(uL)” de: 1:2, 1:2,5e 1:3 (8 puL, 10 yL e 12 pL
de lipofectamine). As diferentes proporgbes do reagente também foram diluidas em 250 uL
de Opti-MEM® e incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Logo apds, o DNA e o
Lipofectamine diluidos separadamente foram misturados para vesicularizagdo do DNA nos
lipossomos, sendo mantidos 20 minutos em repouso a temperatura ambiente. Cada poco
recebeu a mistura DNA:Lipofectamine, sendo incubadas a 37°C por 24, 48 e 72 horas para
verificacao da expressao do transgene GFP. Como o meio de cultura pode ser trocado apds
4 horas da transfeccdo, duas condi¢coes foram entdo testadas: manutencdo do meio de
cultura inicial (F12) ou sua troca por F12 completo contendo 1% de uma suspensao de
Antibidtico e Antimicético estabilizada (Sigma).

Assim, apés a transfecgao celular com o plasmideo pValac:gfp, a fluorescéncia da
proteina GFP pbde ser visualizada em microscépio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert
200, utilizando-se o filtro azul (objetiva de 20X), e a imagem capturada em camera AxioCam
HRc (ZEISS) utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.

A partir da padronizacao da transfeccao celular com o plasmideo pValac:gfp, todos
os experimentos de transfec¢cao que se seguem foram realizados nas melhores condigbes
obtidas, utilizando-se agora o plasmideo pValac:ESAT-6. Em todas as transfecgbes
seguintes, sempre foi feito por placa um controle positivo com o pValac:gfp, para
visualizagdo da eficiéncia da transfeccdo do experimento em geral em microscopia de
fluorescéncia; para assim seguir com as extragdes protéicas, de RNA e marcagao

imunocitoquimica das células transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6.

IV.7.3 Verificagdo da expressdo de ESAT-6 em células mamiferas por RT-PCR

IV.7.3.1 Extragdo do RNA total das células transfectadas

Apods 48 horas da transfeccdo com o plasmideo pValac:ESAT-6, células CHO
transfectadas (controle positivo) e nao transfectadas (controle negativo) foram removidas
mecanicamente de cada pogo, utilizando-se espatulas estéreis (scraper), lavadas uma vez
em PBS livre de RNase. A partir do precipitado celular, foi extraido o RNA total com o kit
illustra RNAspin Mini Isolation (GE Life Sciences) ou com o kit Total RNA Isolation -
NucleoSpin® RNAII (Macherey-Nagel), conforme as recomendagdes dos fabricantes.

Todos os procedimentos que envolveram a manipulacdo de RNA foram realizados
utilizando-se materiais dedicados exclusivamente a esta finalidade. Todo material utilizado

para extracdo e manipulagdo do RNA foi tratado ou adquirido livre de RNases, como

58



ponteiras plasticas contendo filtro e microtubos, todos “RNase-Free”. O DEPC (Dietil
pirocarbonato — Invitrogen), na concentragéo de 0,01%, foi utilizado para o tratamento de
todas as aguas milli-Q, sendo posteriormente inativado por 15 min, por autoclavagdo. A
superficie das bancadas, dos equipamentos e as micropipetas utilizadas foram higienizados
e tratados com o spray “RNAse Exterminator” (BioAgency), conforme a recomendagéo do
fabricante. Se necessaria a estocagem dos pelles celulares, a estabilizagdo do RNA celular
foi realizada com 100 uL de “RNAlater® Tissue Collection: RNA Stabilization Solution”
(Applied Biosystems), sendo o pellet ressuspendido nesta solugéo e mantido a -20°C.

O RNA também foi extraido pelo método de Trizol (Invitrogen). Foram utilizados para
a extracdo 3 pogos contendo células transfectadas com o pValac:ESAT-6 e 3 pogos
contendo células nao transfectadas (controle negativo), sendo o meio de cultura retirado da
placa e esta lavada 2X com 1 mL de PBS 0,15 M. Assim, foi adicionado a cada poc¢o 333 uL
de Trizol e incubado temperatura ambiente por 5 minutos. As células provenientes dos trés
pocos foram colocadas em apenas um microtubo, onde 200 upL de cloroférmio foi
adicionado, vortexado durante 20 segundos e incubado temperatura ambiente por 2
minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 4°C por 15 minutos a 12.000 rpm e a fase
aquosa recuperada em novo tubo. Para a precipitacdo do RNA, 500 pL de alcool isopropilico
foi acrescentado e a mistura incubada por 4 horas a -20°C e mais 30 minutos a -70°C,
sendo, em seguida, centrifugada a 4°C por 20 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e, ao precipitado, foi adicionado 1 mL de etanol 75% gelado e centrifugado a 4°C
por 10 minutos a 7.500 rpm, sendo o sobrenadante descartado novamente e o precipitado
seco em Thermomixer até ficar transparente. Foram ainda adicionados ao mesmo 30 uL de
agua tratada com DEPC e livre de RNases para eluicdo do RNA. Todo o RNA foi
quantificado a 260 e 280 nm no aparelho GeneQuant (Pharmacia Biotech) e também
resolvido em gel de agarose a 1% para verificagdo de sua integridade, através da
visualizagcao dos RNAs 28S e 18S.

IV.7.3.2 RT-PCR para a verificacdo da expressao de ESAT-6 em células CHO

Foram realizados experimentos de RT-PCR (Transcriptase Reverse PCR), ou seja, a
amplificagéo por PCR de um produto de Transcricdo Reversa (cDNA. Para isto, o cDNA foi
sintetizado utilizando RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas),
utilizando-se o RNA total de células transfectadas ou ndo com o plasmideo pValac:ESAT-6.
Para isto, em cada reacao foi utilizado 1 ug do RNA total extraido, 1 yL do primer Oligo
(dT)4s € 0 volume completado com agua DEPC para 12 L, sendo esta reagdo mantida 5

minutos a 65°C em Banho Maria. Logo apés, foram adicinados 4 uL do Reaction Buffer 5X,
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1 uL de RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/uL), 2 yL de dNTP Mix (10 mM) e 1 uL de
RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/uL), sendo esta reagao (20 pL)
mantida 60 minutos 42°C para sintese do cDNA e 5 minutos a 70°C para término da reacéo.
O cDNA sintetizado foi logo utilizado para a PCR especifica.

Como controles negativos da RT-PCR foram utilizados RNAs totais das células
transfectadas com o pValac:ESAT-6 e de células ndo transfectadas em uma reagéo de RT-
PCR sem a enzima RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase, para verificagao
da presenca de algum DNA gendmico ou plasmidiano na amostra. Como controle positivo
da RT-PCR, utilizou-se 100 ng de RNA especifico do gene GAPDH (Gliceroldeido-3-fosfato
desidrogenase), em uma reagao contendo 1 pL do primer Oligo (dT)s, conforme descrito
anteriormente.

A partir dos cDNAs obtidos, seguiu-se com uma reagdo de PCR utilizando-se os
primers especificos para a ORF ESAT-6 (Tabela 4) nas amostras de cDNA de células
transfectadas com pValac:ESAT-6 e células ndo transfectadas (controle negativo) Foi
utilizado em cada reagdo 0,25 uL de GoTaq® DNA Polymerase (Promega), 2,5 uL de 5X
GoTaq® Green Reaction Buffer (Promega) contendo MgCl, (7.5 mM), 0,5 uL de dNTP (10
mM), 17,75 uL de agua milli-Q estéril, 1uL do primer foward (100 pMoles/uL), 1uL do primer
reverse (100 pMoles/puL) e 2 yL do cDNA obtido a partir de 1uyg de RNA total. Para a
amostra de cDNA do controle positivo, 1,5 uL dos primers foward e reverse especificos para
GAPDH (10 pM) e 2 pL do cDNA diluido 1:1.000 foram utilizados. A PCR foi realizada em
aparelho GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystens) com o seguinte programa:
desnaturagéao inicial 94°C 3 minutos, 35 ciclos de 94° 30 segundos, anelamento gradiente
58-62°C 30 segundos, extensado 72°C 45 segundos e extensao final 3 minutos. Logo apods, o

produto amplificado foi depositado, resolvido e analisado em gel de agarose a 1%.

IV.7.4 Verificagdao da produgao de ESAT-6 por Western Blotting

IV.7.4.1 Extragao de proteinas das células transfectadas

Apds 64 horas de transfeccdo seguiu-se a extracdo protéica tanto das células
transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6 quanto das células ndo transfectadas
(controle negativo). O precipitado celular de 3 pogos foi lavado com PBS, ressuspendido em
50 pyL de Tampao de Lise Celular contendo o Coquetel Inibidor de Protease (Roche),
vortexado e incubado 37°C por 10 minutos. Logo apés, este foi centrifugado a 10.000 x g por

10 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas foi coletado e estocado a -20°C.
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Solugéo:

Tampao de Lise Celular: 50 mM de Tris pH 7.8; 150 mM de NaCl e 1% de Nonidet P-40
(Roche). No momento da extragédo, em 250 uL da solugao de lise, adicionou-se um volume
de 35,7 uL de uma solugao concentrada 7X de “Complete, Mini, EDTA-free Protease Inibitor
Cocktail Tablets” (Roche).

IV.7.4.2 Resolugao eletroforética das proteinas em gel de poliacrilamida desnaturante

As proteinas extraidas tanto das células transfectadas com o plasmideo
pValac:ESAT-6 quanto das células ndo transfectadas (controle negativo), foram resolvidas
em gel de poliacrilamida sob condigbes desnaturantes (SDS-PAGE — “Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis”). Para isto foi utilizado gel de “separagéo” na
concentragao de 15% e o gel de “concentracao” a 4%. A eletroforese foi conduzida com
voltagem constante de 180 V, 120 mA e 70 W em tampé&o de corrida Tris-glicina.

Aos geis foram aplicados 3 pL do padrao Page Ruler Protein Ladder (Fermentas) e

20 pL das proteinas em Tampé&o de amostra

Solugées:
Acrilamida/Bisacrilamida: 29,2 g de acrilamida, 0,8 g de bisacrilamida e agua milli-Q g.s.p.
100 mL.

Gel de Poliacrilamida 15% (separag¢ao): 5 mL de acrilamida/bisacrilamida; 2,5 mL de
Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 100 uL de SDS 10%; 2,34 mL de agua milli-Q; 70 uL de PSA
10% e 14 uL de TEMED.

Gel de Poliacrilamida 4% (concentragao): 650 pL de acrilamida/bisacrilamida, 1,25 mL de
Tampéo Tris-HCI 0,5 M pH6,8, 50 uL de SDS 10%, 3,05 mL de agua milli-Q, 35 pyL de PSA

10% e 7 pyL de TEMED.

Tampao de corrida Tris-glicina (10X): 30 g de Tris-base, 144 g de Glicina, 10 g de SDS e
agua milli-Q g.s.p. 1 L (concentragéo de uso: 25 mM tris; 250 mM glicina; 0,1% SDS).

Tampao da Amostra: 1 mL Tampao Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 800 uL de glicerol, 1,6 mL de
SDS 10%, 200 pL de azul de bromofenol 2% e 4,6 mL de agua milli-Q.
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IV.7.4.3 Visualizacdo dos extratos protéicos pelo método de Nitrato de Prata

Para a simples visualizacdo das protéinas provenientes tanto das células
transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6 quanto das células ndo transfectadas
(controle negativo), os respectivos extratos foram resolvidos em SDS-PAGE e, em seguida,
o mesmo foi submetido a coloracio pelo método de nitrato de prata. A coloragao iniciou-se
com a imersao do gel na Solugéo Fixadora, por 5 minutos, seguido de uma lavagem com
agua destilada, por outros 5 minutos. Seguiu-se entdo com a imersao do mesmo agora em
Solugao Oxidante, por 5 minutos, e enxagie com agua destilada, por aproximadamente 10
minutos, até que a coloragdo “amarelada” fosse diminuida. Em seguida, o gel ficou
submerso na solugao de Prata por 20 minutos, no escuro. Em seguida, o gel foi rapidamente

exaguado com agua destilada e submetido a Solugdo Reveladora.

Solugées:

Solugéao Fixadora: 45 mL de Etanol, 90 mL de Acido acético e 865 mL de agua destilada.

Solugdo Oxidante: 100 mg de Dicromato de Potassio, 28 uL de acido Nitrico, agua

destilada g.s.p. 100 mL.

Solugao de Prata: 200 mg de Nitrato de Prata, agua destilada q.s.p. 100 mL.

Solugcao Reveladora: 3 g de Carbonato de Sdédio, 50 yL de Formaldeido, agua destilada

g.s.p. 100 mL.

IV.7.4.4 Western Blotting

Para a detecgdo do antigeno ESAT-6 proveniente das células transfectadas com o
plasmideo pValac:ESAT-6, os respectivos extratos protéicos foram resolvidos em SDS-
PAGE, o qual, em seguida, foi submetido ao método de Western Blotting. Para tanto, o gel
foi colocado em Tampéao de Transferéncia juntamente com a membrana de nitrocelulose,
previamente embebida em metanol, papel filiro e espuma em cassete proprio. A
transferéncia foi realizada no sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad), nas seguintes condigbes:
tensdo de 110 V e corrente de 400 mA. Apds a transferéncia, a membrana de nitrocelulose
foi armazenada em PBS 0,15 M e 0,1% de Tween-20 a 4°C, até o momento do uso. A
transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose pdde ser visualizada com o

corante Ponceau 0,1% em acido acético a 1%.
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A imunodeteccdo de ESAT-6 foi realizada utilizando-se o anticorpo primario
policlonal anti-ESAT-6 (Rabbit polyclonal to ESAT6 — abcam) na concentragéo final de 0,5
pug/mL e o Kit “WesternBreeze® Chromogenic Immunodetection” - Anti rabbit (Invitrogen)

conforme recomendacgdes do fabricante.

Solucgées:
Tampao de Transferéncia (pH 8,3): 3,03 g de Tris (25 mM), 14,4 g de glicina (192 mM),
200 mL de metanol (20%) e agua destilada g.s.p. 1 L.

PBS 0,15 M: 137 mM de NaCl (8 g), 2,7 mM de KCI (0,2 g), 10 mM de Na2HPO4 (1,44 g),
1,8 mM de KH2PO4 (0,24 g), agua destilada qg.s.p. 1L; pH 7,4. A solucao foi esterelizada por

autoclavagao.

PBS 0,15M e 0,1% de Tween-20: 500 uL de Tween-20 em 500 mL de PBS 0,15 M.

Corante Ponceau 0,1% em acido acético a 1%: 0,5 g de Ponceau em 400 mL de agua, 5

mL de acido acético glacial e agua destilada g.s.p. 500 mL.

IV.7.5 Verificagdo da producao de ESAT-6 por Imunocitoquimica

IV.7.5.1 Visualizagdo da proteina ESAT-6 através da marcacido com Fitc

A transfeccao das células CHO para imunocitoquimica ocorreu conforme item V.7.2,
porém antes da montagem da placa, foi depositada, no fundo de cada pogo, uma laminula
para que houvesse o crescimento celular na superficie da mesma. Apds 48 horas da
transfecgcdo com o pValac:ESAT-6, seguiu-se a confecgéo de ldminas para detecgao da
proteina ESAT-6 por imunofluorescéncia. Laminas de células ndo transfectadas (controle
negativo das células), de células transfectadas e tratadas somente com anticorpo
secundario (controle negativo do anticorpo secundario) e células transfectadas com o
plasmideo pValac:gfp (controle positivo), também foram confeccionadas.

O meio de cultivo celular foi retirado dos pocos e este lavado 2X com 1 mL de PBS.
Em seguida, as células foram fixadas em 700 pL paraformaldeido a 4%, durante 15 minutos
sem agitacdo, e lavadas novamente 2X com 1 mL de PBS. As células foram entdo
permeabilizadas com 700 pL de Triton X-100 0,1% em PBS por 10 minutos para incubagao
com o anticorpo primario policlonal anti-ESAT-6 (Rabbit polyclonal to ESAT6 — abcam) na
concentracao inicial de 0,5 mg/mL, diluido 1:50 em PBS/BSA 1% (PBS: “Phosphate Buffered
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Saline”; BSA: “Bovine Serum Albumin”). Para cada laminula, 100 pL do anticorpo primario
diluido foram depositados sobre um papel filme onde a laminula foi invertida para incubacao
em camara umida por duas horas a temperatura ambiente. As laminulas foram colocadas
novamente na placa, lavadas 3X com 1 mL de PBS, agitando-se levemente. A laminula foi
entao incubada (cadmara umida no papel filme) em 100 pL do anticorpo secundario IgG Anti
Rabbit contendo o fluorocromo Fitc (Sigma), na diluicdo 1:1.000 em PBS/BSA 1% por uma
hora 37°C. Apds 4 lavagens, com 1 mL de PBS, a lamina foi acrescida de 15 pL de glicerina
tamponada e vedada com esmalte transparente.

As laminas foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss
Axiovert 200 (objetiva de 20X) utilizando-se o filtro para Fitc (azul), e as imagens capturadas

em camera AxioCam HRc (ZEISS) utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.

Solugébes:
Paraformaldeido a 4%: 10 mL de PBS 1X, 0,4 g de paraformaldeido e 25 pL de NaOH 5 M.

NaOH 5 M: 10 g de NaOH e agua destilada g.s.p. 50 mL.

PBS e 0,1% Triton X-100: 100 pL de Triton X-100 (Sigma) e PBS 0,15 M qg.s.p. 100 mL.

PBS/BSA 1%: 1 g de BSA (USBiological) em 100 mL de PBS 0,15 M.

Tampao Bicarbonato 0,5 M pH 8,0 - 8,5: 4,2 g de NaHCO;, agua destilada g.s.p. 100 mL;
pH 8,0 - 8,5.

Glicerina Tamponada pH 9,0: 9 mL de glicerina e 1 mL de Tampao Bicarbonato; pH 9,0.

IV.7.5.2 Visualizag¢ao da proteina ESAT-6 através da marcacao com Alexa 488

A transfeccao das células CHO para imunocitoquimica ocorreu conforme item 1V.7.2,
porém antes da montagem da placa, foi depositada, no fundo de cada pogo, uma laminula
para que houvesse o crescimento celular na superficie da mesma. Apds 64 horas da
transfeccdo com o pValac:ESAT-6, seguiu-se a confecgdo de laminas para deteccao da
proteina ESAT-6 por imunofluorescéncia conforme item 1V.7.5.1, utilizando-se o anticorpo
primario policlonal anti-ESAT-6 (Rabbit polyclonal to ESAT6 — abcam) na concentracao

inicial de 0,5 mg/mL diluido 1:50 e o anticorpo secundario IgG anti-coelho Alexa-Fluor 488
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(Invitrogen) na concentracdo inicial de 2 mg/mL diluido 1:500. Laminas de células
transfectadas foram tratadas com o anticorpo primario e secundario (positivo) ou somente
com anticorpo secundario (controle negativo do anticorpo secundario), sendo que para
marcacao nuclear as laminas também foram incubadas com DAPI (4,6'-diamidino-2-
phenylindole - Invitrogen) na concentragéo final de 2 uyg/mL.

As laminas foram visualizadas em Microscopio de Varredura a Laser Confocal,
modelo LSM 510 Meta Zeiss, utilizando-se a objetiva de 63X com 6leo de imerssao. Para
deteccao da fluorescéncia da Alexa fluor 488, foi utilizado o laser de argbnio e o filtro azul
com emissdao maxima a 520 nm. Para deteccao do DAPI foi utilizado a epifluorescéncia do
mesmo microscopio, utilizando-se o filtro para DAPI com emissao na faixa de 461 nm. A
colocalizagdao das imagens com dupla marcagdo foi realizada pela sobreposicdo das
imagens digitais separadas de cada fluorocromo, imagens estas visualizadas e editadas no

programa Zeiss LSM Image Browser.

IV.8 Transformacgéao de L. lactis FnBPA com pValac:ESAT-6

IV.8.1 Confeccgao de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA

A preparacao de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA foi realizada como
segue. Um primeiro indculo foi realizado com 10 uL do estoque de L. lactis FnBPA em 5 mL
do meio M17 suplementado com Sacarose (0,5 M) e Glicose (0,5%) (M17-Sac-Gli) acrescido
ainda de 5 pyg/mL do antibiético eritromicina (Ery) (Sigma). Este inéculo foi mantido a 30°C,
sem agitacdo, até a manha seguinte, totalizando-se 20 horas de crescimento. Um segundo
inéculo foi realizado com 100 yL dessa primeira cultura, que foi novamente inoculada em 5
mL do meio M17-Sac-Gli acrescido de 5 pg/mL de eritromicina, o qual foi incubado a 30°C,
sem agitagao, por 8 horas. Uma aliquota de 1 pL desta ultima cultura foi entdo inoculada em
200 mL de meio M17-Sac-Gli acrescido de 1% de glicina. Uma vez que a cultura alcangou
uma DOgoonm €m torno de 0,4 - 0,6, esta foi centrifugada a 4.000 rpm durante 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi entdo ressuspenso em 200
mL de uma solugédo gelada e estéril constituida de sacarose 0,5 M e glicerol 10%. Esse
processo de centrifugacdo e lavagem foi repetido mais quatro vezes e, apds a ultima
lavagem, o precipitado celular foi ressuspenso em 1 mL de uma solugao estéril constituida
de PEG3000 30% (Polyethylene glycol 3000) e glicerol 10%. Aliquotas de 100 uL dessas

células foram estocadas a -70°C até o momento do uso.
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Meios e Solucgées:

M17-Sac-Gli (M17 sacarose glicose): 21 g meio de cultivo M17 (Fluka analytical®) foram
dissolvidas em &agua destilada até completar-se 250 mL, sendo que o meio ficou
concentrado 2X. A solugdo de sacarose (PM: 342,3) foi preparada dissolvendo-se 85,5 g
desta em agua destilada até completar 250 mL, resultando em uma solugao 1 M. O meio
M17 e a solucao de sacarose foram esterelizados, separadamente, a 121°C por 15 minutos
e a glicose 50% foi filtrada. Em capela de fluxo laminar, o M17, a sacarose € 5 mL de glicose

50% foram misturados, resultando em M17 1X, Sacarose 0,5 M, Glicose 0,5%.

Glicina: a solugao estoque 20% de glicina foi preparada diluindo-se 10 g desta em agua

destilada g.s.p. 50 mL e esterelizada por autoclavacao a 121°C por 15 minutos.

Sacarose 0.5 M e glicerol 10%: 105 mL de glicerina e 179,5 g de sacarose foram diluidos
em agua destilada q.s.p. 1,05 L. A mistura foi esterelizada por autoclavagao a 121°C por 15

minutos.

PEG3000 30% e glicerol 10%: 3 g de PEG3000, 1 mL de glicerol e agua destilada q.s.p. 10

mL.

IV.8.2 Transformacao de L. lactis FnBPA com o plasmideo pValac:ESAT-6

Os plasmideos extraidos (pValac:ESAT-6) no item IV.6.7 foram utilizados para a
transformacéao de L. lactis FnBPA. Uma aliquota de células eletrocompetentes preparadas
no item 1V.8.1 foram colocadas no gelo por 5 minutos e, logo apds, 2 uL do plasmideo
pValac:ESAT-6 (150 ng/uL) foram adicionados as mesmas. O plasmideo pValac:gfp também
foi utilizado para transformacado de L. lactis FnBPA, com a finalidade de utilizacdo da
linhagem resultante como um controle positivo em experimentos futuros. As células foram
mantidas em contato com o DNA plasmidiano por 5 minutos no gelo e, logo apds, foram
colocadas em uma cubeta de 2 mm para a eletroporacao no aparelho GenePulser XCellTM
Electroporation System Quick Guide (Bio-RAD), nas seguintes condi¢des: 2400 V,
capacitancia de 25 yF e resisténcia de 200 Q. Imediatamente apds o pulso, 1 mL de M17-
Sac-Gli foi adicionado as células e a mistura foi entdo mantida a 30°C por 3 horas, sem
agitacdo. Para o controle negativo, 100 pL de células eletrocompetentes foram
transformadas sem adi¢cao de qualquer plasmideo.

A selecao dos transformantes ocorreu em placas M17-Sac-Gli agar acrescidas de

Cm (5 pyg/mL) e Ery (2,5 pg/mL) para a selegédo dos dois plasmideos presentes na linhagem
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invasiva: o recém transformado pValac:ESAT-6 ou pValac:gfp e o plasmideo ja existente na
linhagem, pOri23-fnbA, respectivamente. As placas foram mantidas a 30°C por
aproximadamente 24 horas. Apds este periodo, as placas foram avaliadas quanto a
presenga de colbnias resistentes tanto a Cm quanto a Ery. Na etapa seguinte, trés clones de
cada uma das placas foram selecionados para extracdo plasmidiana e confirmacdo da
presenca das ORFs codificadoras de ESAT-6 ou GFP. Os clones selecionados foram
cultivados, as culturas foram diluidas (1:4), em glicerol 80%, e acondicionadas em um

ultrafreezer a -80°C.

IV.8.3 Extragdao do DNA plasmidiano de L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6)

As colbnias resultantes da transformacdo de L. /actis FnBPA com o plasmideo
pValac:ESAT-6 e pValac:gfp, foram inoculadas em 5 mL de M17-Sac-Gli suplementado com
Ery (2,5 pg/mL) e Cm (5 pg/mL) e a cultura mantida a 30°C por aproximadamente 18 horas,
sem agitagao. Para a extragao dos plasmideos, foi utilizado o método de lise alcalina assim
como descrito no item IV.5.3, com algumas modificagdes: apds a primeira centrifugacao,
foram adicionados, ao precipitado celular, 250 pL de TE-Lisozima (TE-LYS). A mistura foi
incubada a 37°C por 1 hora. Apds este perido, seguiu-se normalmente o protocolo (item
IV.5.3).

Solugéo:
TE-LYS: TE 0,5X (10 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA; 300 mM NaCl) e 10 mg/mL Lisozima

IV.8.4 Confirmacao dos clones L. lactis FnBPA portadores do plasmideo pValac:ESAT-
6

Com o objetivo de confirmar a obtengédo de clones da linhagem de L. lactis FnBPA
portadores do plasmideo pValac:ESAT-6 ou pValac:gfp, os plasmideos extraidos no item
IV.8.3 foram submetidos a uma reagcdo de PCR com uma combinagcdo de iniciadores
descritos na Tabela 5. Foi preparado um mix para a reacao de PCR nas seguintes
condigbes: 3 uL de dNTP, 12 uL de MgCI2 (25 mM; Promega), 30 uL de 5X Colorless Flexi
Reaction Buffer (Promega), 0,75 pL de GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega) e 74,25
ML de agua milli-Q estéril. As reacdes foram realizadas em volumes de 10 pL cada, com 8
ML do mix, 0,5 uL de cada primer (Foward e Reverse) e 1 uL de DNA (100ng). Nenhum DNA

foi acrescentado ao controle negativo das reacgbes. As reagdes ocorreram em um aparelho
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termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.) nas seguintes condigdes: primeira
desnaturagdo a 94°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C
durante 30 segundos; anelamento dos primers gradiente 56-65°C por 30 segundos;

extensdo a 72°C durante 1 minuto, extensao final por 5 minutos a 72°C.
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Tabela 5: Primers utilizados na reagdo de PCR da ORF ESAT-6, gfp e de parte da ORF FnBPA

Iniciador “forward”: ValF

(amplificagdo de 84 pb anteriores a | 5° GCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGG 3’
OREF clonada com BamHl)

Tm: 58.7°C

Iniciador “reverse”: ValR

(amplificac&o de 72 pb apés a ORF 5 GGCTGATCAGCGGGTTTAAACG 3’
clonada com EcoRl)
Tm: 59.5°C
Tamanho do fragmento amplificado 860pb
(9p)

Iniciador “forward” da FnBPA: , ,
FnAF (anelamento dentro da ORF 5 TCAGCTATTGATATCGATTA 3

FnBPA) Tm: 60°C

Iniciador “forward” da FnBPA: , ,
FnAR (anelamento dentro da ORF 5" CAACACTATTGTGTCCACCG 3

FnBPA) Tm: 52°C

Tamanho do fragmento amplificado 807pb
(parte do gene da FnBPA)

Iniciador “forward” de ESAT-6
Tm:62°C 5 — GGATCCACCATGGAGCAGCAGTGGAATTTCGCG - 3’

Iniciador “reverse” de ESAT-6
Tm:62°C 5 — GAATTCCTATGCGAACATCCCAGTGACG -3

Tamanho do fragmento amplificado 300 pb
(ORF ESAT-6)
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 Clonagem da ORF ESAT-6 no vetor pValac

O primeiro passo deste trabalho consistiu no isolamento, por PCR, da ORF ESAT-6
de M. tuberculosis a partir do DNA total da linhagem H37Rv. Nos pares de iniciadores
utilizados (Tabela 4), a presenca de sitios artificiais de restricdo (BamHI e EcoRlI) foram
utilizados para que a ORF ESAT-6 pudesse ser clonada de forma direcionada e na fase de

leitura correta no vetor pValac.

V.1.1 Amplificagcdo da ORF ESAT-6

Para a reacgdo de amplificacdo foi utilizada a enzima DNA polimerase Pfx Platinum®

(Invitrogen), cuja atividade é altamente estavel e de alta especificidade e precisao, sendo
ideal para amplificagdes por PCR que requerem taxas minimas de mutagdes (insergdes,
delegbes, ou trocas) durante a incorporagéo de nucleotideos.

Neste contexto, foi verificada a amplificagdo de um fragmento de DNA de
aproximadamente 300 pb, assim como esperado para a ORF ESAT-6 de M. tuberculosis.
Como controle negativo das reagdes foi utilizado agua milli-Q estéril ao invés do DNA de M.
tuberculosis. Os fragmentos amplificados, quando visualizados em gel de agarose corado
com brometo de etidio, apresentaram forte intensidade, demonstrando uma alta eficiéncia
da reacdo. Porém, também observou-se a presenca de um produto de amplificagao,
provavelmente inespecifico e de maior peso molecular, que ESAT-6. Desta forma, seguiu-se
a purificagdo do fragmento de 300 pb de interesse, ESAT-6. Como esperado, nao foi

observado qualquer produto de amplificagdo no controle negativo (Figura 7).
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Figura 7: Anadlise do produto de amplificagdo por PCR da ORF ESAT-6 de M. tuberculosis e
Purificagdo. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A) Analise do
produto de amplificacdo: Canaleta 1. Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaleta 2: Produtos da amplificagdo - ESAT-6 (seta maior) e a banda inespecifica
(seta menor); Canaleta 3: Controle negativo da reagdo. B) Purificagdo do produto da PCR: Canaleta
1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Purificagdo da ORF
ESAT-6.

V.1.2 Clonagem da ORF ESAT-6 no sistema TOPO

O fragmento amplificado no item V.1.1, correspondente a sequéncia codificadora do
gene ESAT-6 de M. tuberculosis, foi clonado no vetor Zero Blunt® TOPO®, um vetor linear
que apresenta a topoisomerase | do virus Vaccinia ligada covalentemente a extremidade 3'
fosfato de cada fita de DNA. A ligagao entre a topoisomerase | e 0 DNA do vetor é capaz de
fornecer energia a ligagao do inserto, liberando entéo a enzima.

Desta forma obteve-se o plasmideo pTP:ESAT-6. A geracdo deste “plasmideo
intermediario” foi necessaria, haja vista que a digestdo enzimatica do mesmo levara a
liberagdo do inserto, neste caso a ORF ESAT-6, com extremidades coesivas, as quais
permitirdao que o mesmo seja clonado de forma direcionada e em fase de leitura correta no
vetor de expressao, o pValac.

Este plasmideo foi entdo utilizado para transformar células de E. coli TOP10
eletrocompetentes. A selegao de colbnias de E. coli recombinantes foi realizada em meio LB
agar contendo canamicina. Aproximadamente 18 horas apds a transformacao, foi possivel a

visualizacado de 67 colénias recombinantes. Nenhuma col6nia foi visualizada nas placas do
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controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado as células durante o processo de
transformacéo.

Dez colbnias transformadas foram escolhidas de forma aleatéria, inoculadas em
meio liquido seletivo e incubadas a 37°C por 18 horas. Essas culturas foram entéo
individualmente estocadas em glicerol para uma posterior confirmagédo da presenga do
plasmideo pTP:ESAT-6.

O DNA plasmidiano extraido foi entdo utilizado como molde para confirmar a
clonagem do inserto através de uma reacado de PCR utilizando os iniciadores especificos
para a ORF ESAT-6 de M. tuberculosis. Oito dos dez clones foram confirmados como sendo
portadores do inserto correspondente a ORF ESAT-6 (300 pb). A figura 8 mostra um dos
produtos de amplificacdo da ORF ESAT-6 obtidos a partir do DNA plasmidiano proveniente
de um dos clones escolhidos aleatoriamente. O controle negativo da reag¢do, no qual
utilizou-se agua milli-Q estéril ao invés de DNA molde, ndo demonstrou qualquer sinal de
amplificacédo e o DNA gendmico de M. tuberculosis foi utilizado como controle positivo da
reacao (Figura 8A). Além disto, o pTP:ESAT-6 foi submetido a uma reacao de digestdo com
as enzimas BamH| e EcoRI; o que resultou em dois fragmentos visiveis: um de
aproximadamente 300 pb, correspondente a ORF ESAT-6 e outro de 3.470 pb,
correspondente ao vetor Zero Blunt® TOPO® (Figura 8B). Sendo assim, ambos os dados

confirmaram a obtengao do plasmideo pTP:ESAT-6.
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Figura 8: Amplificacdo por PCR da ORF ESAT-6 de M. tuberculosis e digestio enzimatica a
partir do DNA plasmidiano extraido de células de E. coli transformadas com o plasmideo
pTP:ESAT-6. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A) Amplificacéo da
ORF ESAT-6. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta
2: Inserto ESAT-6 amplificado por PCR a partir do DNA plasmidiano extraido de um dos dez clones
de E. coli TOP10; Canaleta 3: Controle positivo da PCR utilizando-se o DNA gendémico de M.
tuberculosis; Canaleta 4: Controle negativo da PCR. B) Digestdo enzimatica com as enzimas BamHI
e EcoRI. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2:
Produto da digestdo enzimatica, resultando nos fragmentos visiveis de 300 pb e 3.470 pb,
correspondentes 8 ORF ESAT-6 e ao vetor Zero Blunt® TOPO®, respectivamente.

V.1.2.1 Confirmacgéao da integridade da seqiiéncia nucleotidica da ORF ESAT-6 clonada

no vetor Zero Blunt TOPO através da técnica de sequenciamento e analises in silico

O plasmideo pTP:ESAT-6 foi extraido dos clones de E. coli previamente confirmados
por PCR e por digestdo enzimatica, e dois destes foram entdo submetidos a reagbes de
sequenciamento de DNA utilizando-se os primers M13 (item IV.5.5). Assim, um contig Unico
da sequéncia de cada clone foi obtido com o programa CAP3 Sequence Assembly,
eliminando-se assim provaveis erros do sequenciamento. A partir desta seqliéncia
otimizada, foi possivel confirmar a presenga do inserto correspondente a sequéncia
codificadora do gene ESAT-6, através de alinhamento (BLASTnN) utilizando-se o banco de
dados do NCBI. Além disso, através do sequenciamento também foi possivel verificar a
integridade da sequéncia de Kozak e dos sitios de restricdo BamHI e EcoRI no inserto

clonado (Figura 9).
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pTOPO BamHl Kozak ESAT-6
CGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTEEATEEACCATGGAGCAGCAGTGGAATTTCGCGGGTATCGAGGCC

GCGGCAAGCGCAATCCAGGGAAATGTCACGTCCATTCATTCTCTCCTTGACGAGGGGAAGCAGTCCCTGA
CCAAGCTCGCAGCGGCCTGGGGCGGTAGCGGTTCGGAGGCGTACCAGGGTGTCCAGCAARAAATGGGACGC
CACGGCTACCGAGCTGAACAACGCGCTGCAGAACCTGGCGCGGACGATCAGCGAAGCCGGTCAGGCAATG

GCTTCGACCGAAGGCAACGTCACTGGGATGTTCGCATAGGAATTCAAGGGC
EcoR1

Figura 9: Seqiiéncia nucleotidica obtida através do sequenciamento do inserto contido no
vetor Zero Blunt® TOPO®, utilizando os primers M13. Sequéncias em vermelho: Sequéncias
nucleotidicas do vetor Zero Blunt® TOPO®; Sequéncia em azul: ORF ESAT-6; Seqiiéncia em
amarelo: seqiéncia de Kozak; Sequéncias em verde: sitios BamHI| e EcoRI.

V.1.3 Clonagem da ORF ESAT-6 no vetor pValac

O plasmideo de expressao eucaridtica pValac:gfp (Guimarées et al., 2009) foi
extraido de E. coli e submetido a uma reacdo de digestdo enzimatica com as enzimas
BamHI e EcoRlI para a liberagao da ORF gfp (704 pb) do vetor pValac. (Figura 10).
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Figura 10: Analise do produto da extragdo plasmidiana, digestdo do pValac:gfp e purificagao
do vetor pValac. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A) Analise do
produto da extracdo plasmidiana e Digestdo com EcoRI: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto linear pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da
digestdo com a enzima EcoRlI; Canaleta 3: Produto pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da extragéao
plasmidiana de E. coli. B) Anélise do produto de Digestdo enzimatica: Canaleta 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto da reacao de digestdo enzimatica
do pValac:gfp, utilizando-se as endonucleases EcoRI e BamH]I, resultando em um fragmento de 3.719
pb (pValac) e 704 pb (gfp); Canaleta 3: Produto pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da extragéo
plasmidiana de E. coli. C) Andlise do produto pValac purificado: Canaleta 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto da purificagdo do pValac (3.719
pb) a partir do gel de agarose apresentado em B.

Simultaneamente, a ORF ESAT-6, também com extremidades coesivas BamHI e
EcoRl, foi purificada a partir do plasmideo pTP:ESAT-6, para posterior ligacdo ao vetor

pValac purificado (Figura 11).
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ESAT-6

Figura 11: Digestao enzimatica do plasmideo pTP:ESAT-6 com as enzimas BamHI e EcoRl e
purificagdo da ORF ESAT-6. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A)
Digestao enzimatica do plasmideo pTP:ESAT-6: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto da digestao enzimatica, resultando nos fragmentos de
300 pb e 3.470 pb, correspondentes a ORF ESAT-6 e ao vetor Zero Blunt® TOPO®, respectivamente.
B) Purificacdo da ORF ESAT-6: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaleta 2: Produto da purificacdo da ORF ESAT-6 a partir da digestdo enzimatica do
pTP:ESAT-6.

Os produtos de ligagdo foram utilizados para transformar células
eletrocompetentesde E. coli TG1. A selecao de coldnias de E. coli transformadas com esses
plasmideos foi realizada em meio LB &agar contendo 10 pg/mL de cloranfenicol. A
visualizacdo das colbnias foi feita com aproximadamente 18 horas apds a transformacao.
Foram observadas 35 colbnias resisténtes ao antibiético. Todas as colénias foram entédo
inoculadas em meio liquido seletivo e incubadas a 37°C por aproximadamente 18 horas.
Apods este periodo, apenas 4 clones demonstraram crescimento. Estes por sua vez foram
estocados em glicerol para posterior extragdo dos plasmideos recombinantes. Nenhuma
coldnia foi visualizada nas placas do controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado as
células durante o processo de transformacao.

Os DNAs plasmidianos extraidos foram ent&o utilizados como molde numa reacao de
PCR, utilizando os iniciadores especificos da ORF ESAT-6 de M. tuberculosis, para
confirmar a presenca do inserto no pValac. Dos quatro DNAs plasmidianos iniciais, apenas 2
foram confirmados como sendo portadores do inserto correspondente 8 ORF ESAT-6 (300

pb). A figura mostra um dos produtos de amplificacdo da ORF ESAT-6. O controle negativo
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da reagao, ao qual foi adicionado apenas agua milli-Q estéril no lugar do plasmideo, nédo
demonstrou qualquer sinal de amplificagédo. O DNA gendémico de M. tuberculosis foi utilizado
para o controle positivo da reacdo. Além disto, pValac:ESAT-6 foi submetido a uma reacgao
de digestdo com as enzimas BamHI e EcoRI, o que resultou em dois fragmentos visiveis:
300 pb e 3.719 pb, correspondentes a ORF ESAT-6 e ao vetor pValac, respectivamente
(Figura 12).

Figura 12: Confirmagao da presenga da ORF ESAT-6 no vetor pValac por digestao enzimatica e
PCR. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A) Confirmacao da
presenca da ORF ESAT-6 no vetor pValac por digestdo enzimatica. Canaleta 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Plasmideo pValac:ESAT-6 extraido de um
dos 4 clones selecionados; Canaleta 3: Digetdo enzimatica evidenciando a ORF ESAT-6 com
aproximadamente 300 pb. B) Confirmagao da presenga da ORF ESAT-6 no vetor pValac por PCR de
dois clones pValac:ESAT-6. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaleta 2 e 3: Amplificagdo da ORF ESAT-6 por PCR; Canaleta 4: Controle negativo;
Canaleta 5: Controle positivo utilizando o DNA genémico de M. tuberculosis H37Rv.

V.1.3.1 Reagéao de sequenciamento e analises em silico

O plasmideo pValac:ESAT-6 foi extraido dos clones de E. coli previamente
confirmados por PCR e por digestédo enzimatica, e um destes clones foi entdo submetido a
reacdo de sequenciamento do inserto utilizando-se os primers para ESAT-6 (Tabela 4).
Assim, um contig unico da seqliéncia do clone foi obtido com o programa CAP3 Sequence
Assembly, eliminando-se assim provaveis erros do sequenciamento. A partir desta

sequéncia otimizada, foi possivel confirmar a presenga do inserto correspondente a
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sequéncia codificadora do gene ESAT-6, através de alinhamento (BLASTn) utilizando-se o
banco de dados do NCBI. Além disso, através do sequenciamento também foi possivel
verificar a presenga do plasmideo pValac, através de parte da regido promotora deste
plasmideo e da sequéncia sinal de poliadenilagao (Poli-A) integra; além da integridade da

sequéncia de Kozak e dos sitios de restricdo BamHI| e EcoRI no inserto clonado (Figura 9).

pValac
TTACTGGCTTATCGARA AT TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAGCTTAAGC

BamHl1 Kozak ESAT-6
TTGGTACCGAGCTCGGATCCACCATGGAGCAGCAGTGGRAATTTCGCGGGTATCGAGGCCGCGGCAAGCGC
AATCCAGGGRAAATGTCACGTCCATTCATTCCCTCCTTGACGAGGGGAAGCAGTCCCTGACCAAGCTCGCA
GCGGCCTGGGGCGETAGCGGTTCGGAGGCGTACCAGGGTGTCCAGCARAAAT GGGACGCCACGGCTACCG
AGCTGALACAACGCGCTGCAGAACCTGGCGCGGACGATCAGCGAAGCCGGTCAGGCAATGGCTTCGACCGA

EcoR1l
AGGCAACGTCACTGGGATGTTCGCATAGGAATTCTGCAGATAT CCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCT

AGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCC

CCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATARRAT
Poli-A

Figura 13: Seqiiéncia nucleotidica obtida através do sequenciamento do inserto contido no
vetor pValac. Sequéncia em vermelho: Sequencias nucleotidicas do vetor pValac; Seqiéncia em
azul: ORF ESAT-6; Sequencia em cinza: Sequiéncia de Kozak; Sequencias em verde: Sitios BamHI e
EcoRlI; Sequencia em amarelo: SeqUéncia sinal de poliadenilacdo (Poli-A). Cédons sublinhados:
cédons de iniciagao e término, respectivamente.

Assim, com a obtencdo e confirmagdo do plasmideo pValac contendo a ORF
antigénica ESAT-6 de M. tuberculosis, partiu-se entdo para a avaliagdo da funcionalidade
deste plasmideo. Como segue, a funcionalidade do plasmideo pValac:ESAT-6 foi testada, in
vitro, em uma linhagem celular mamifera, ja que este plasmideo possui um casset de
expressao eucariotico. Com estes resultados sera possivel dar continuidade ao projeto, com
os experimentos futuros de imunizacao e avaliagdo da resposta imune desta possivel vacina
de DNA contra a TB.
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V.2 Verificagao da funcionalidade do plasmideo pValac:ESAT-6 em

cultura de células

Uma vez obtido e confirmado o plasmideo pValac:ESAT-6, o segundo passo deste
trabalho consistiu na verificagdo da funcionalidade deste plasmideo. Para isto, foram
realizados experimentos para deteccao da expressao de ESAT-6, por RT-PCR, e da

presenca da proteina ESAT-6, por Western Blotting e Imunocitoquimica.

V.2.1 Padronizagao da Transfec¢ao Celular com o plasmideo pValac

Foram testados algumas condi¢des para a padronizagao e otimizagao da transfecgao
celular com o plasmideo pValac. O reagente lipossémico Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
foi testado nas proporgdes “DNA(ug):Lipofectamine(uL)” de: 1:2, 1:2,5 e 1:3, sendo
verificado visualmente por microscopia de fluorescéncia que a melhor condigdo obtida,
utilizando-se o pValac:gfp, foi a propor¢cdo 1:3 de DNA(4 pg):Lipofectamine(12 pL), com
avaliagdo das células entre 48 e 72 horas apds a transfeccao, intervalo no qual nao foi
verificado diferenca na eficiéncia de transfeccao (Figura 14D e E). A outra condicao testada
foi n&o trocar o meio de cultura apés 4 horas da transfecgéo ou troca-lo por o mesmo meio,
porém acrescido da suspensao de Antibidtico e Antimicético. O resultado deste ultimo teste

foi que a condicao sem trocar o meio levou a melhor expressao da ORF GFP (Figura 14).
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Negativo

Transf. 24h

Figura 14: Resultado da padronizagao da transfecgdo das células FIp-InTM-CHO (Invitrogen)
com o plasmideo pValac:gfp A) Campo claro de células da linhagem CHO; B) Células CHO nao
transfectadas, com 48h; C) Células transfectadas com pValac:gfp na proporcdo de DNA
(ug):Lipofectamine (uL) de 1:3, apdés 24 horas da transfeccdo; D) Células transfectadas com
pValac:gfp na proporcdo de DNA (ug):Lipofectamine (uL) de 1:3, apds 48 horas da transfecgéo; E)
Células transfectadas com pValac:gfp na propor¢cdo de DNA (ug):Lipofectamine (uL) de 1:3, apds 72
horas da transfecg¢do. Todas as imagens foram obtidas em objetiva de 20X e filtro azul (exceto campo
claro) em microscépio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert 200.

V.2.2 Verificagdao da expressao de ESAT-6 por RT-PCR

A ftranscricdo da ORF ESAT-6 em células CHO transfectadas com o plasmideo
pValac:ESAT-6 foi verificada, inicialmente, por experimentos de RT-PCR. Para isto, foram
testados diversos métodos de extragao de RNA apds 48h da transfecgéo, seja com Trizol ou
com os Kits citados anteriormente nos Materiais e Métodos, porém em todos os casos
houve contaminagdo do RNA total extraido com DNA plasmidiano (pValac:ESAT-6), nao
tendo sido possivel confirmar a transcricdo da ORF codificadora de ESAT-6.

Para o Kit da marca GE, do RNA total extraido obteve-se a concentracdo de 200
ng/UL para o RNA total de células transfectadas e 165 ng/uL para o RNA total de células
nao transefctadas (controle negativo), sendo que foi possivel verificar em gel a presenga das
bandas 28S e 18S do rRNA (RNA ribossémico) de ambas as amostras, evidenciando assim
a integridade do RNA extraido.

Apds a reagdo de transcricdo reversa, a partir do RNA extraido de células
transfectadas e nao transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6, foi realizada uma
reacdo de PCR para verificagdo da presenga do cDNA para a ORF ESAT-6. Porém, nao foi

possivel confirmar isto, pois de acordo com os resultados, e como ja mencionado, o RNA
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das células transfectadas estava contaminado com o plasmideo pValac:ESAT-6, ja que
foram utilizados 4 ug deste em cada pogo para transfecgéo celular.

De acordo com a Figura 15, tanto o RNA total convertido em cDNA (Canaleta 3)
quanto o RNA total submetido a uma reagéo sem a enzima Transcriptase Reversa (Canaleta
4) de ceélulas transfectadas com o pValac:ESAT-6 foram amplificados na PCR, amplificando
a seqliéncia de aproximadamente 300pb da ORF ESAT-6, assim como no controle positivo
da PCR, onde utilizou-se o plasmideo pValac:ESAT-6 para a amplificagdo da ORF
(Canaleta 2). O cDNA (Canaleta 5) e o0 RNA (Canaleta 6) do controle negativo, ou seja, de
células nao transfectadas, ndo apresentou nenhuma amplificacdo, como esperado. Ja o
controle positivo da RT-PCR, o cDNA do gene GAPDH, foi amplificado corretamente

(Canaleta 7), e seu RNA nao amplificado (Canaleta 8).

Figura 15: Produtos de PCR obtidos a partir dos cDNAs convertidos ou nido do RNA total
extraido de células CHO transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6. Canaleta 1: Marcador
1Kb DNA Ladder (Promega), onde a seta indica o peso molecular de aproximadamente 250 pb;
Canaleta 2: Produto de PCR obtido a partir do plasmideo pValac:ESAT-6; Canaleta 3: Produto de
PCR obtido a partir do cDNA convertido do RNA total extraido de células CHO transfectadas com
pValac:ESAT-6; Canaleta 4: Produto de PCR obtido a partir do RNA total ndo convertido em cDNA de
células transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6; Canaleta 5: Produto de PCR obtido a partir
do cDNA convertido do RNA total de células n&o transfectadas; Canaleta 6: Produto de PCR obtido a
partir do RNA total ndo convertido em cDNA de células ndo transfectadas; Canaleta 7: Produto de
PCR obtido a partir do cDNA do gene GAPDH (controle positivo); Canaleta 8: Produto de PCR a partir
do RNA do gene GAPDH. Primers utilizados nas reagdes de PCR: primer ESAT-6 (Tabela 4),
amplificando 300 pb, exceto no controle positivo do gene GAPDH, onde foi utilizado primers para este
gene, obtidos no RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), amplificando 496
pb.
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V.2.3 Verificagao da produgao de ESAT-6 por Western Blotting

Uma vez que nao foi possivel a deteccao da expressao da ORF ESAT-6 por RT-
PCR, partiu-se entao para a avaliagdo da capacidade de expressao da proteina ESAT-6 em
células CHO, através de experimentos de Western Blotting utilizando o anticorpo anti-ESAT-
6 para a imunodeteccao da proteina recombinante apds 48 horas da transfec¢cdo com o
plasmideo pValac:ESAT-6. Para tanto, as aliquotas protéicas extraidas das culturas
celulares transfectadas e nao transfectadas com o respectivo plasmideo foram analisadas
em gel de poliacrilamida e transferidas para membranas para posterior imunodetecgéo.

Em um experimento piloto, através de analises por SDS-PAGE e utilizando-se o
método de coloragao por nitrato de prata para a visualizagdo das proteinas totais no gel, ndo
foi possivel a visualizacdo de nenhuma banda na altura do peso molecular esperado de 6
KDa para ESAT-6, nao sendo possivel visualizar diferenga em gel no padrao protéico total
extraido das culturas celulares transfectadas e nao transfectadas.

Nas anadlises de imunodeteccdo por Western Blotting também né&o foi possivel a
visualizacao da proteina ESAT-6, onde nenhuma proteina foi identificada na altura do peso
molecular esperado para ESAT-6 de 6 KDa (Figura 16). Segundo dados da literatura e
também por comunicagao pessoal (Innocentin et al., 2009; Guimaraes et al., 2009; J.M.
Chatel, comunicagdo pessoal), estes resultados ja eram esperados, haja vista que a
expressao de GFP,,a partir do vetor pValac:gfp, sempre foi confirmada apenas por
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo (FACS — “Fluorescent Activated Cell
Sorter”). Apesar de alguns trabalhos ja terem identificado a proteina ESAT-6 por Western
Blotting, esta foi expressa em diferentes condigdes, como vetores e linhagens celulares
diferentes dos aqui utilizados (Xu et al, 2008). A maioria dos trabalhos que detectaram a
proteina ESAT-6 por este método a utiliza em fusdo a outras proteinas, como ESAT-
6/MPT64 e CFP10/ESAT6 (Bai et al., 2008; Wang et al., 2006b), o que consequentemente
facilita sua visualizagdo por apresentare um peso molecular maior. Além disso, a utilizagao
da maquinaria bacteriana para a produgao de ESAT-6 ou ainda a clonagem das proteinas
fundidas a cauda de histidina para purificacdo por cromatografia de afinidade podem
também aumentar e facilitar a imunodetecgéo por Western Blotting (Bai et al., 2008; Wang et
al., 2006b).
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Figura 16: Western Blotting realizado a partir do extrato protéico de células CHO transfectadas
com o plasmideo pValac:ESAT-6. Canaleta 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas),
onde a seta indica o peso molecular de 15 KDa; Canaleta 2: Extrato protéico de células CHO
transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6; Canaleta 3: Extrato protéico de células CHO nao
transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6 (controle negativo).

V.2.4 Verificagao da produgao de ESAT-6 por Imunocitoquimica

V.2.4.1 Marcacao com Fitc

Assim, seguiu-se com experimentos de imunocitoquimica para a verificagdo da
producdo de ESAT-6, ja que nao foi possivel confirmar a funcionalidade do plasmideo
pValac:ESAT-6 nos experimentos anteriores. Através da marcagdo com FITC foi possivel
verificar a expressao da proteina ESAT-6 apds 48 horas da transfec¢cao das células CHO
com o vetor pValac:ESAT-6 (Figura 17B), evidenciando, assim, a funcionalidade do
plasmideo em células eucaridticas, apesar da eficiéncia da transfecgéo geral ndo tenha sido
satisfatéria, tanto para a ORF GFP quanto para ESAT-6. Como controle negativo do
experimento, células CHO nao transfectadas foram marcadas nas mesmas condi¢des, ou
seja, utilizando-se o anticorpo primario anti-ESAT-6 e o secundario ligado ao fluorocromo
FITC, onde nenhuma fluorescéncia foi visualizada (Figura 17D). Células CHO transfectadas
com pValac:ESAT-6 também foram marcadas somente com o anticorpo secundario, para
verificacdo de alguma ligagcao cruzada e inespecifica do mesmo, sendo que nenhuma

fluorescéncia consideravel foi visualizada (Figura 17C). Assim, pdde-se confirmar a
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expressao da proteina ESAT-6 em células transfectadas com o plasmideo pValac:ESAT-6 e

consequentemente a funcionalidade do mesmo.

pValac:ESAT-6

Anticorpo 2° Negativo

Figura 17: Verificagao da producao de ESAT-6 em células transfectadas pelo plasmideo
pValac:ESAT-6 por Imunofluorescéncia. A) Células CHO transfectadas com pValac:gfp; B) Células
CHO transfectadas com pValac:ESAT-6 e incubadas com anticorpo primario anti-ESAT-6 e anticorpo
secundario, contendo o fluorocromo FITC; C) Células CHO transfectadas com pValac:ESAT-6 e
incubadas somente com o anticorpo secundario, contendo o fluorocromo FITC; D) Células CHO néao
transfectadas e incubadas com anticorpo primario anti-ESAT-6 e anticorpo secundario, contendo o
fluorocromo FITC. Todas as imagens foram obtidas em objetiva de 20X em microscopio de
fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert 200.

V.2.4.2 Marcagdao com Alexa 488

Para se assegurar dos resultados anteriormente obtidos e também para a obtencgao
de melhores imagens das células CHO expressando o antigeno ESAT-6, foi realizado
também a marcacao destas com Alexa 488 para visualizagdo em Microscopia Confocal.
Através da marcacao com Alexa Fluor 488 também foi possivel verificar a presenca da
proteina ESAT-6, apds 64 horas da transfeccdo com o plasmideo pValac:ESAT-6,
evidenciando assim a funcionalidade do vetor em células eucaridticas. Através da
sobreposigcao das imagens (Figura 18A e B), resultando na Figura 18C, p6de-se visualizar a
marcacao da proteina ESAT-6 com Alexa Fluor 488 em verde e do nucleo com DAPI em
azul. Além disto, na Figura 18C é possivel verificar algumas células expressando ESAT-6 e
outras nédo, ja que a transfecgédo celular ndo foi de 100%. Como controle negativo do
anticorpo secundario Alexa 488, células CHO transfectadas foram marcadas somente com o

anticorpo secundario, para verificacao de alguma ligacao cruzada e inespecifica do mesmo,
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sendo que nenhuma fluorescéncia no comprimento de onda da cor verde foi visualizada,
resultando na imagem sobreposta onde apenas o nucleo de todas as células estda marcado
em azul (Figura 18D). Assim, pode-se confirmar a expressao da proteina ESAT-6 em células

transfectadas e consequentemente a funcionalidade do plasmideo pValac:ESAT-6.

—

S0um

—_

50 pm

Figura 18: Verificagdo da produgao de ESAT-6 por Imunocitoquimica utilizando-se Microscopia
Confocal. A) Células CHO transfectadas com pValac:ESAT-6 e incubadas com anticorpo primario
anti-ESAT-6, anticorpo secundario Alexa Fluor 488 e DAPI para macagdo do nucleo, capturando
apenas Alexa 488; B) Células CHO transfectadas com pValac:ESAT-6 e incubadas com anticorpo
primario anti-ESAT-6, anticorpo secundario Alexa Fluor 488 e DAPI para macacdo do nucleo,
capturando apenas o DAPI; C) Sobreposigao das imagens A e B, onde pdde-se visualizar a marcagao
da proteina ESAT-6 com Alexa Fluor 488 e do nucleo com DAPI; D) Imagem sobreposta de células
CHO transfectadas com pValac:ESAT-6 e incubadas somente com o anticorpo secundario Alexa
Flior 488 e DAPI; E) Sobreposicdo das imagens A e B ampliadas, onde pbde-se visualizar a
marcagao da proteina ESAT-6 com Alexa Fluor 488 e do nucleo com DAPI, em uma unica célula.
Todas as imagens foram obtidas em objetiva de 63X com o6leo de imerssao, utilizando-se o
Microscépio de Varredura a Laser Confocal, modelo LSM 510 Meta Zeiss.
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V.3 Construgdo da linhagem FnBPA de L. lactis contendo o
plasmideo pValac:ESAT-6

V.3.1 Obtencao das linhagens invasivas L. lactis pValac:ESAT-6 e L. lactis pValac:gfp

Assim confirmada a construgcdo do plasmideo vacinal pValac:ESAT-6 e verificada
sua funcionalidade in vitro, este péde ser utilizado para dar continuidade ao projeto,
seguindo-se com a clonagem do pValacESAT-6 na linhagem invasiva L. lactis FNnBPA; o que
representa um primeiro passo rumo ao desenvolvimento de uma nova vacina génica oral
contra a TB baseada em BL recombienantes.

Para isto, o clone E. coli pValac:ESAT-6, previamente confirmado por PCR, digestao
enzimatica e sequenciamento (item V.1.3), foi utilizado para prosseguir com os processos de
transformacgéao de L. lactis FnBPA. O DNA plasmidiano foi entdo extraido (pValac:ESAT-6) e
utilizado para transformar células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA. Para utilizacédo
como controle positivo nos experimentos futuros, a linhagem de L. lactis FnBPA também foi
transformada com o vetor pValac:gfp.

A selecédo de colbnias recombinantes foi feita em meio M17-Sac-Gli suplementado
com Cm e Ery, para a selegdo do pValac e pOri23:FnbA, respectivamente. Apds,
aproximadamente, 24 horas de crescimento, um numero incotavel de clones pdde ser
visualizado, tanto para as células transformadas com o plasmideo pValac:ESAT-6 quanto
para as ceélulas transformadas com o plasmideo pValac:gfp.

Trés colbnias isoladas de L. lactis FnBPA contendo o plasmideo pValac:ESAT-6 [L.
lactis FnBPA(pValac:ESAT-6)] e trés colbnias isoladas de L. lactis FnBPA contendo o
plasmideo pValac:gfp [L. lactis FnBPA(pValac:gfp)] foram inoculadas em meio liquido
seletivo e as culturas de cada possivel clone foram congeladas e submetidas aos processos
de extracdo do DNA plasmidiano.

Os plasmideos extraidos de cada colénia foram utilizados em uma reagdo de PCR
utilizando os iniciadores especificos para a ORF ESAT-6 e os iniciadores proprios do
plasmideo pValac para a amplificagdo de gfp (tabela 5). Foram confirmados os trés clones
testados como sendo portadores do plasmideo pValac:ESAT-6 e os trés do plasmideo
pValac:gfp, com amplificagdes de 300 pb e 807 pb, respectivamente (Figura 19A).

Na Figura 19B, foi possivel verificar a presenga de pOri23:FnbA (Tabela 3) na
linhagem invasiva de L. /actis, com a amplificacdo de 860 pb, parte da ORF FnBPA, por
PCR com os primers FnAF e FnAR (Tabela 5). Tanto a linhagem transformada com o
pValac:ESAT-6 quanto a transformada com pValac:gfp apresentaram a amplificagdo de
parte da ORF FnBPA, onde verificou-se novamente a presenca de ESAT-6 e gfp, porém

agora amplificados com os primers ValF e ValR (tabela 5), levando a um aumento de 156 pb
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no tamanho da ORF ESAT-6, por se anelar distante do sitio de clonagem no plasmideo

pValac.

Figura 19: Confirmagao das transformacgodes de L. lactis FnNBPA com o plasmideo pValac:ESAT-
6 ou pValac:gfp. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A)
Amplificacdo das ORFs ESAT-6 e gfp. Canaleta 1 e 7: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); Canaleta 2, 3 e 4: Confirmagao de trés clones L. lactis FnBPA pValac:ESAT-6,
por amplificagcdo da ORF ESAT-6 (300 pb) com os primers para ESAT-6 descritos na Tabela 5;
Canaleta 5: Controle negativo com os primer ESAT-6; Canaleta 6: Controle positivo com o plasmideo
pValac:ESAT-6 e os primer ESAT-6; Canaleta 8, 9 e 10: Confirmagéo de trés clones L. lactis FnBPA
pValac:gfp, por amplificacdo da ORF gfp (807 pb) com os primers ValF e ValR descritos na Tabela 5;
Canaleta 11: Controle negativo com os primer ValF e ValR; Canaleta 6: Controle positivo com o
plasmideo pValac:gfp e os primer ValF e ValR. B) Amplificagdo das ORFs ESAT-6, gfp e FnBPA.
Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2:
Amplificagdo de ESAT-6 com os primers ValF e ValR (456 pb); Canaleta 3: Amplificacdo de parte da
ORF FnBPA (807 pb) do clone 1 de L. lactis FnBPA pValac:ESAT-6 com os primers FnAF e FnAR;
Canaleta 4: Amplificagéo de gfp (860 pb) com os primers ValF e ValR; Canaleta 5: Amplificacéo de
parte da ORF FnBPA (807 pb) do clone 1 de L. lactis FNnBPA pValac:gfp com os primers FnAF e
FnAR; Canaleta 6: Controle negativo utilizando os primer ValF, ValR, FnAF e FnAR sem acréscimo
de nenhum DNA a reacao.
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VI. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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VI. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

VI.1 Conclusées

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem chegar as seguintes

conclusoes:

- A ORF ESAT-6 foi corretamente clonada no vetor pValac, sendo sua integradade
nucleotidica confirmada;

- O plasmideo pValac:ESAT-6 mostrou-se funcional em células eucaridticas, sendo o
antigeno de interesse ESAT-6 expresso em células transfectadas com o plasmideo;

- A linhagem de L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) foi obtida e confirmada para

posteriores experimentos de invasao e imunizagao contra a TB experimental.

VI.2 Perspectivas

A construcao do plasmideo pValac:ESAT-6 de forma funcional e capaz de permitir a
expressao de ESAT-6 em células eucaridticas, gerando o antigeno imunodominante ESAT-6
de M. tuberculosis in vitro, e a obtengéo da linhagem invasiva L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-
6) no presente trabalho, abre perspectivas para a continuidade deste projeto, primeiramente
para a avaliagdo da capacidade invasiva da linhagem, in vitro e in vivo, seguindo-se com
experimentos de utilizacédo de L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) como um veiculo para a
entrega do pValac:ESAT-6 in vivo, imunizando-se camundongos via oral e avaliando-se a
resposta imune celular e humoral gerada por esta possivel vacina de DNA em
desenvolvimento.

Assim, este projeto constitui um primeiro passo rumo a validacdo da eficacia e
efetividade de novas vacinas génicas baseadas em bactérias lacticas geneticamente
modificadas, por via de administracdo em mucosas; o que também podera fornecer
informacbes valiosas para a pesquisa € o desenvolvimento de vacinas contra outros

patdgenos.
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